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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Strahlenexposition des Menschen

Der Mensch ist im Laufe seines Lebens unterschiedlichster Strahlung
ausgesetzt. Diese Strahlung ist einerseits natdrlichen Ursprungs, wie
kosmische, terrestrische und die von der Sonne emittierte elektromagnetische
Strahlung, und andererseits kiinstlichen Ursprungs, wie zum Beispiel die in der
Medizin, im Haushalt, in Technik und Forschung angewandte Strahlung.

Diese Strahlung kann flur den Menschen gleichermaBen Nutzen wie auch
erhebliche Gefahren mit sich bringen. In der Medizin kdnnen beispielsweise
einige Tumore strahlentherapeutisch behandelt werden. Gleichzeitig kann
jedoch das den Tumor umgebende gesunde Gewebe im Rahmen der
Behandlung nachhaltig geschadigt werden, wie es sich bei der Fibrosierung des
gesunden Lungengewebes im Rahmen einer therapeutischen Bestrahlung

eines Lungenkarzinoms zeigen kann.

Eine natirliche Strahlungsquelle, die fir den Menschen besonders relevant ist,
ist die Sonne. Die von ihr ausgehende elektromagnetische Strahlung wird nach

Wellenlange und Frequenz in unterschiedliche Bereiche eingeteilt:

e |Infrarote Strahlung im Wellenbereich 1000-780 nm,

e sichtbares Licht im Wellenbereich von 780- 400 nm,

e ultraviolettes Licht A im Wellenbereich von 400-315 nm,

e ultraviolettes Licht B im Wellenbereich von 315-280 nm und

e ultraviolettes Licht C im Wellenbereich von 280 bis 100 nm.

Hierbei haben vor allem die UVA- und UVB-Strahlung biologische Relevanz fir
den Menschen, da sie von der Atmosphére gar nicht (UVA) beziehungsweise
nur teilweise (UVB) abgeschirmt werden und die menschliche Haut in

unterschiedlichem AusmaB penetrieren.
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Abb.1: Schematische Darstellung der Haut. UVA- und UVB-Strahlung unterscheiden sich in der
Eindringtiefe und in einigen ihrer Folgen fiir die Haut. Quelle: www.unserehaut.de

Als Folge einer Bestrahlung der Haut laufen unterschiedlichste Reaktionen ab:
Als positiver Effekt ist hier der Einfluss der Strahlung auf den Vitamin-Ds-
Stoffwechsel der Haut zu nennen, der zur Vorbeugung einer Rachitis von
Bedeutung ist (Holick et al., 1980). Auch die Pigmentierung der Haut als Schutz
vor sonneninduzierter Hautkrebsentstehung (Gilchrest, 1996) stellt einen
positiven Effekt der Sonnenstrahlung dar.

Ein negativer Effekt der UV-Strahlung kann neben der Initierung von
DNA-Schaden eine lokal und systemisch immunsuppressive Wirkung sein,
wodurch wichtige Schutzmechanismen ausgeschaltet werden und somit die
Entstehung von Hautkrebs beginstigt wird (Ananthaswamy and Pierceall,
1990). Weiterhin kann UVB-Strahlung auch zu Haut-Erythemen (Pentland et al.,
1990) und vorzeitiger Hautalterung (Fisher et al., 1996) fUhren.

UVB-Strahlung ist unter anderem zu Uber 90% fir Hautkrebs verantwortlich
(Mukhtar et al., 1995). Die Zahl der Hautkrebskranken steigt derzeit deutlich an.
Etwa alle funf Jahre verdoppelt sich die Inzidenz des malignen Melanoms. In
Deutschland kommen auf 100.000 Einwohner jéhrlich 12 Neuerkrankungen an
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malignem  Melanom, 25 an Plattenepithelkarzinom und 80 an
Basalzellenkarzinom. Auch die Letalitdt des Hautkrebses nimmt zu. Pro Jahr
sterben Uber 3.000 Menschen daran. Weltweit ist es die am haufigsten
auftretende Krebsart.

Mit der zunehmenden Zerstdérung der Ozonschicht der Stratosphére erreicht
immer mehr Strahlung mit mutagenem Potenzial die Erde. Bereits heute wurde
der UV-Filter der Atmosphare um nahezu 20 Prozent geschwécht und in jedem

weiteren Jahr nimmt er um zuséatzliche 0,5 Prozent ab.

Angesichts dieser Tatsachen gewinnt in den letzten Jahren vor allem die
Ausschaltung beziehungsweise gréBtmdgliche Minimierung der Gefahren und
somit eine Maximierung des Nutzens der Strahlung durch sogenannte
Radioprotektoren zunehmend an Interesse.

Um die Wirkungsweisen solcher Radioprotektoren zu verstehen und
moglicherweise regulierend in durch Strahlung hervorgerufene Zellreaktionen
einzugreifen, ist es zunachst von Interesse, die Strahlenantwort von Zellen zu

betrachten.

1.2 Die Strahlenantworten der Zelle

Zellen reagieren auf UV-Bestrahlung wie auf jedes andere schadigende Agens
in unterschiedlichster Weise. Dabei kénnen zum Beispiel durch Strahlung
entstandene Schaden von der Zelle repariert werden oder es kommt, ist die
Reparatur nicht maoglich, zur Einleitung der Apoptose, das heiBt des
programmierten Zelltodes, oder zum Absterben der Zellen im Sinne einer
Nekrose (Kerr und Harmon 1991). Eine weitere Md&glichkeit der Zelle, auf
Bestrahlung zu reagieren, ist die frihzeitige terminale Differenzierung
(Rodemann et al., 1991). AuBerdem sind Strahlenschaden fir die
Karzinogenese der Zelle von Bedeutung.

Diese unterschiedlichen Antworten kommen dadurch zustande, dass eine Zelle
hinsichtlich Ihrer Reaktion nicht nur die Art des jeweils auftreffenden
schadigenden Agens berticksichtigt, sondern auch die Situation in der sie sich

aktuell befindet beziehungsweise Einflisse, die sie zusatzlich zu der
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Schadigung erfahren hat. Man muss also, um Zellantworten zu verstehen, die
Zelle, ihren aktuellen Zustand und samtliche &uBeren Einflisse als ein
komplexes System untersuchen.

Die molekularen Mechanismen, die diesen Reaktionen innerhalb eines solchen
Systems zugrunde liegen, sind kompliziert und vielfaltig und noch lange nicht
vollstdndig  verstanden.  Bisherige  Einblicke in die  molekularen
Strahlungsreaktionen der Zellen zeigen, dass Strahlung verschiedene
Veranderungen wie dauerhafte DNA-Schaden, Zellzyklus-Verzégerung und die
Aktivierung bestimmter Reparaturmechanismen bewirkt.

Diese Veranderungen kénnen zum Beispiel auf direktem Wege initiiert werden.
Dabei entstehen durch Strahlung Radikale, die mit der DNA interagieren und zu
Einzel- oder Doppelstrangbrichen fuhren. Daraufhin kann es zur Aktivierung
einer DNA-Proteinkinase (Andersen 1993) kommen, was unter anderem die
Aktivierung von TP53 zur Folge hat (Cox et al 1996). Das TP53 spielt eine
wichtige Rolle bei der DNA-Schadenskontrolle der Zelle (Lane et al., 1992;
Kinzler et al., 1996; Smith et al., 1996). Die Aktivierung von TP53 flhrt zum
Zellzyklusarrest in der Zellzyklusphase G1 oder G2 (Agarwal et al., 1995). In
dieser Zeit kbnnen DNA-Schéaden repariert (Kastan et al. 1994; Kuerbitz et al.,
1992) oder der Zelltod eingeleitet werden (Clarke et al., 1993; Lowe et al.
1993a). Neben dem TP53 werden noch eine Vielzahl anderer Substrate wie
SP1, Fos, Jun und Myc aktiviert, die ihrerseits Einfluss auf die Aktivierung und
Regulation von Genprogrammen nehmen, die unter anderem fir
Reparaturprozesse oder Apoptose verantwortlich sind.

Eine weitere Mdglichkeit der Zelle, kernunabhéngig innerhalb dieses Systems
auf Strahlung zu reagieren ist, sogenannte Signaltransduktionskaskaden im
Zytoplasma in Gang zu setzen. Dies geschieht durch die Aktivierung eines
membranstandigen Rezeptors, Uber den das Strahlungssignal in die Zelle
geleitet wird. Dabei ist eine Phosphorylierung des Membranrezeptors an einer
definierten Stelle gleichbedeutend mit seiner Aktivierung (Knebel et al., 1996).
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1.2.1 UV-induzierte Signaltransduktionskaskade

Im Falle von UV-Strahlung haben bisherige Untersuchungen gezeigt, dass
solche Rezeptoren Wachstumsfaktor-Rezeptoren, wie der ,epidermal growth
factor receptor (EGF) (Sachsenmaier et al.,1994) ebenso wie membransténdige
Cytokin-Rezeptoren (Rosette et al., 1996) sein kénnen. Durch eine Aktivierung
des Rezeptors kommt es zu einer Aktivierung von Ras (Derijard et al., 1994;
Weiss et al., 1997), einem molekularen Schalter der Zelle. Von Ras kdnnen
unter anderem der Signalweg der MAPK (mitogen-activated kinase) und somit
seine Untergruppen, die ERK’s (extracellular regulated kinases) (Price et al.
1996), SAPK (stress activated protein kinase) (Derijard et al. 1994) und p38
(Wang et al., 1996) getriggert werden.

Dabei ist vor allem eine SAPK-Aktivierung in Zusammenhang mit UV-Strahlung
zu nennen. Eine solche Aktivierung findet auch durch andere Arten von
Zellstress wie Hitze, osmotischer Schock, den Tumor Nekrose Faktor alpha und
ionisierende Strahlung statt (Derijard et al, 1994; Kallunki et al.,1994; Kyriakis et
al., 1994; Westwick et al.,1994; Gupta et al., 1995; Adler et al., 1996; Chen et
al., 1996). Letztlich werden durch diese Signaltransduktion
Transkriptionsfaktoren wie AP-1 (Jun-Fos-Dimer) (Devary et al., 1992), SRF
(serum responsive factor) (Sachsenmaier et al.,1994) und NF-kappa-B (Devary
et al, 1993) aktiviert. Die Aktivierung des AP-1 findet durch eine
Phosphorylierung an spezifischer Serinen (63 und 73) (Pulverer et. al., 1991)
des c-jun (Derijard et al.,1994) durch die c-jun-N-terminale Kinase (SAPK)
statt. AuBerdem kommt es Uber Ras zur Phosphorylierung des TP53-Proteins
(Fuchs et al., 1998). Der Weg zu dieser TP53-Phosphorylierung kann Gber die
SAPK-Kaskade fuihren (Fuchs et al., 1998).

Die biologischen Antworten der Zelle, die durch die Signaltransduktionskaskade
der SAPK vermittelt werden, sind sehr unterschiedlich. So kann es zu einem
Zellzyklusarrest kommen. Auch Programme zur Reparatur oder zur Apoptose
der Zelle kénnen eingeleitet werden (Xia et al.,1995). Zum Beispiel schiitzt das
von der aktivierten SAPK phosphorylierte c-jun Zellen vor dem Zelltod und
kooperiert mit NF-kappa-B, um der Apoptose der Zelle vorzubeugen, die durch

den Tumor Nekrose Faktor alpha induziert wirde (Wisdom et al. 1999). C-jun

10
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schiutzt ebenfalls menschliche Tumorzellen vor Apoptose, die durch DNA-
Schéaden verursacht wurden (Potapova et al. 2001). AuBerdem sind SAPK zum
einen mit Zell-Uberleben bei UV-Bestrahlung (Devary et al.,1992) und zum
anderen mit Zell-Tod bei Gamma-Bestrahlung (Chen et al., 1996) in

Zusammenhang gebracht worden.

An diesen Beispielen zeigt sich, welche vielfaltigen Strahlungsreaktionen durch
An- und Ausschalten solcher Kaskaden mdglich sind.

1.3 Radioprotektoren

Aus strahlentherapeutischer Sicht stellt sich nun die Frage, ob es Mdglichkeiten
gibt, strahleninduzierten Signaltransduktionswege zu beeinflussen, um die
Zellantwort in einer gewdnschten Richtung manipulieren zu konnen.
Substanzen mit radioprotektiver Wirkung liefern erste Ansatze dazu, denn sie
sind in der Lage in solche Abldufe einzugreifen und der Zelle ein verbessertes
Uberleben nach Bestrahlung zu erméglichen.

Die genauen, dieser schitzenden Eigenschaft zugrundeliegenden
Mechanismen, sind bisher jedoch nur zum Teil erforscht. Die bekannten
Radioprotektoren lassen sich in 4 Gruppen einteilen.

Zur Gruppe der Radikalfénger zahlen die zellularen Thiole (Littlefield et
al., 1993) und Vitamine (Yoshimura et al., 1993, Rana et al., 1993).
Ihnen ist es mdglich, eine Schadigung zellularer Molekile durch
strahleninduzierte Radikale zu verhindern.

Die zweite Gruppe ist die der Zytokine und Wachstumsfaktoren. Einige
dieser Wachstumsfaktoren wie zum Beispiel EGF zeigen je nach Zelltyp
und Versuchsansatz einerseits einen radioprotektiven (Howard et al.,
1995) und andererseits einen sensitivierenden (Bonner et. al., 1994;
Howard et al., 1995) Effekt. Andere Substanzen zeigen nur in
bestimmten Zellsystemen radioprotektive Eigenschaften. Aufgrund dieser
Unterschiede wird von einem Einsatz solcher Substanzen zur

Radioprotektion eher abgesehen.

11
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Eine weitere Gruppe ist die der Entzindungmediatoren, wie z.B.
Glukokortikoide, die in der Lage sind die Akutreaktion des Gewebes
nach Bestrahlung zu modulieren.

Die vierte Stoffklasse der Radioprotektoren ist die der
Proteaseinhibitoren. Neben dem Chymotrypsininhibitor (Billings et al.,
1987) und Papain (Kennedy et al., 1981) gehért der aus der Sojabohne
stammende Bowman-Birk Proteaseinhibitor (BBI) (Kennedy et al., 1981,
Yavelow et al., 1985).

1.3.1 Bowman-Birk-Proteinase-Inhibitor (BBI)

Bei dem Bowman-Birk Proteinase Inhibitor handelt sich um eine Polypeptid aus
71 Aminosauren, das Uber 7 Disulfidbricken eine kompakte Tertiarstruktur
bildet. Das Molekil besitzt zwei aktive Zentren aus jeweils zwei 9-Aminosauren
enthaltenden Ringen, die flr die chymotrypsin- beziehungsweise trypsin-
inhibitorische Wirkung als notwendig beschrieben sind (Maeder et al., 1992).

Abb.2: BBI-Polypeptid aus 71 Aminosauren

12
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BBI besitzt eine antikarzinogene Wirkung, die sowohl in vitro (St. Clair 1991,
Billings et al., 1997) als auch in vivo im Tiermodell (von Hofe et al., 1991,
Billings et al 1990) nachgewiesen werden konnte. Es schitzt zum Beispiel vor
strahleninduzierter Karzinogenese (Kennedy AR, 1994). Seine radioprotektive
Wirkung vermittelt es einerseits durch Zunahme der Strahlen-
Widerstandsféahigkeit der Zellen und somit Erhéhung der klonogenen Aktivitat
und andererseits durch eine Abnahme der Apoptose und der terminalen
Differenzierung der Fibroblasten nach Bestrahlung (Dittmann et al., 1995). Da
BBl diese schitzende Wirkung allerdings nur auf normale, nicht aber auf
transformierte Fibroblasten ausibt (Dittmann et al. 1995), ist der molekulare
Wirkmechanismus, der dem zugrunde liegt, von groBem Interesse. Bekannt ist,
dass die radioprotektive Eigenschaft des BBI nicht in Zusammenhang mit seiner
antitrypsin/antichymotrypsin-inhibitorischen Wirkung (Given et al., 1998a) steht,
denn es konnte gezeigt werden, dass ein von BBl abstammendes Nonapeptid,
das keine derartige proteaseinhibitorische Potenz mehr besitzt, ebenfalls
radioprotektive Wirkung aufweist (Glven et al., 1998a). Es zeigt sich, dass
durch BBI-Prainkubation der Zellen eine EGF-Rezeptor Aktivierung stattfindet
(Glven et al. 1998b). AuBerdem lasst sich nach einer BBI-Prainkubation eine
TP53-Phosphorylierung und Erhéhung der TP53-Proteinmenge (Dittmann et al.,
1998b) nachweisen. Letztlich werden die TP53-induzierbaren Reparaturgene
Gadd45 (2), p21(Z) und ERCC3(Z) beeinflusst. Fiir alle drei Gene findet sich
eine erhdhte Transkription und ein entsprechend erhdhter Nachweis der
Proteine nach BBI-Prainkubation (Dittmann et al., 1998b).

Diese Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass BBI die strahleninduzierte

Signaltransduktion modulieren kann.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Durch Strahlung wird eine Vielzahl von Signaltransduktionskaskaden induziert.
Bisher ist es jedoch nur teilweise gelungen, solche Kaskaden zu identifizieren
und ihnen die damit verknUpften biologischen Reaktionen der Zelle zuzuordnen.
Die strahlenprotektive Substanz BBI ist wahrscheinlich in der Lage eine solche
strahleninduzierbare Signaltransduktionskaskade zu beeinflussen. In dieser
Arbeit sollte daher untersucht werden, welche Signaltransduktionswege der
radioprotektive Bowman-Birk Protease Inhibitor beeinflusst. Ware die
Wirkungsweise des BBI bekannt, kénnte mdoglicherweise einer derjenigen
Signaltranduktionswege identifiziert werden, dessen Aktivitdt zur zellularen
Radioprotektion notwendig ist. Da BBI seine radioprotektive Eigenschaft nur auf
Normalgewebe und nicht auf Tumorgewebe austbt und die Anwendung des
BBl im Tiermodell auBer einer erhéhten Funktion der Bauchspeicheldrise
(Oreffo et al., 1991; Madar et al., 1974) keine Nebenwirkungen zeigt, ist
ausgehend von diesen Erkenntnissen auBerdem ein Einsatz des BBI in der
strahlentherapeutischen Klinik denkbar. Durch seine Anwendung kénnten zum
Beispiel die erheblichen Nebenwirkungen einer Strahlentherapie auf
Normalgewebe vermindert und somit Schutz auf das den Tumor umgebende
dosislimitierende Gewebe ausgelbt werden. Hinsichtlich der zunehmenden
Gefahren, die die verstarkte Sonneneinstrahlung mit sich bringt, wére ebenfalls
ein Einsatz des BBI als strahlenprotektive Substanz im Alltag denkbar.

14
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2 Material

2.1 Zellen

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden ausschlieBlich an

diploiden menschlichen Hautzellen durchgefihrt.

Sie entstammen dem

Hautfibroblastenstamm HSF1 aus der Leistengegend eines Kleinkindes und

sind in der Sektion fir Strahlenbiologie der Universitat Tlbingen etabliert

worden.

2.2 Chemikalien

Soweit nicht anders vermerkt stammten alle verwendeten Chemikalien von den

Firmen GibcoBCL, Seromed, Merck, Sigma, Roth, Boehringer Mannheim und

Bio Rad.

2.3 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Firma

Zellkulturmaterialien

Falcon

Nitrozellulosemembran
OPTITRAN BA-S 83

Schleicher & Schuell

Filterpapier GB 002 Schleicher & Schuell
Cell Scraper Costar

Curix HC1.000 Réntgenfilm AGFA
Molekulargewichtsmarker, 10 kDA Protein-Ladder |GIBCO BCL
Pyruvat Kinase (Pre stain) Sigma

ECL (Detektion Kit) Amersham

15
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2.4 Antikorper

Zur Detektion der untersuchten Antigene sind folgende Antikdrper verwendet

worden:
Antigen Antikoérper | Firma Verdinnung in|Art
Blockingpuffer
Ph-SAPK #9251S | Biolab 1: 1000 Kaninchen
1: 500 polyclonal
Gesamt-SAPK #9252S | Biolab 1: 1000 Kaninchen
polyclonal
Anti-Rabbit IgG| A 9919 |SIGMA 1:10000 alkal.
Phosphatase
konjugiert
Anti-Rabbit IgG Amersham |1 : 1000 HR-
1: 2000 Peroxidase
konjugiert

2.5 Enzymaktivatoren und -inhibitoren

2.5.1 Aktivator

der SAPK (stress activated protein kinase). Es liegt als weiBe kristalline
Substanz vor. Fur Versuchszwecke wurde es in DMSO gelést und mit Aqua
bidest die bendtigten Verdinnungen hergestellt. Die Substanz wurde von der
Firma Calbiochem Anisomycin entstammt den Streptomyces griseolus und ist
ein starker Aktivator (Katalog-Nr. 176880) bezogen.

2.5.2 Inhibitoren
Der Bowman-Birk-Protease-Inhibitor (BBIl) der Firma SIGMA wurde in PBS

geldst und in einer Konzentration von 10uM eingesetzt.

16
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Der im Lysepuffer verwendete ,,Phosphatase-Inhibitor-Cocktail II“ (SIGMA)
wurde in einer Verdinnung von 1:1000 angewandt. Er enthielt folgende
Bestandteile: Sodiumvanadat, Sodiummolybdat, Sodiumtartrate und Imidazol.
Das Natrium Vanadat der Firma SIGMA ist ebenfalls ein
Phosphatase-Inhibitor, der zusatzlich zum Phosphatase-Inhibitor-Cocktail in
einer Konzentration von 1 mM eingesetzt wurde.

AuBerdem wurden dem Zelllysepuffer als Proteaseinhibitoren PMSF
(Phenylmethylsulfonyfluorid) und Pefabloc SC (Firma Roth) in einer

Konzentration von 1 mM zugesetzt.

2.6 Losungen, Puffer und Medien

2.6.1 Zellkultur

»  Kulturmedium
Zur Herstellung des Mediums wurden 12,04 g DMEM, 3,7 g NaHCOs,
100 U/ml Penicillin und 100 mg/l Streptomycin in einem Liter Aqua bidest
gelést. Nach der Sterilfiltration wurde das Medium mit 10% fétalem
Kélberserum (Boehringer) versetzt.

»  Phosphate-buffered-Saline” (PBS)
Zur Herstellung des PBS wurden in 1000 ml destilliertem Wasser
0,8 g NaCl, 0,2 g KClI, 1,15 g NaHPO4und 0,2 g KH>,PO,4 geldst. Die Lésung
wurde auf einen pH-Wert von 7,2 eingestellt.

= Trypsinlésung:
0,25 % Trypsinstammlésung wurde 1:5 oder 1:10 mit PBS verdinnt.

=  DAPI-Stammldsung:
5 pg Diamidino-2-phenylindol/ ml Methanol

17
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2.6.2 Fixier-und Farbelosungen
»  Formaldehydlésung (3,7%):

= (Coomassie-Blau-Lésung:

= Sérensen A:
= Sérensen B:
» Giemsa-Féarbeldsung:

37%iges Formaldehyd wurde 1:10 mit
PBS verdinnt.

200 ml Methanol,

75 ml Eisessig und

0,5 g Coomassie G250 wurde auf
1000 ml Wasser aufgefillt.

9,078 g KH2PO4auf 1000 ml Wasser.
11,876 g NaHPO, auf 1000 ml Wasser.
38,8 ml Sé6rensen-A-Puffer,
61,2 ml Sérensen-B-Puffer und

4,0 ml Giemsa-Lsg. wurden gemischt.

2.6.3 Elektophorese-und Blottinglésungen

»  Acrylamid-Lésung 30%ig (37,5:1):

= Trenngelpuffer (4x):

=  Sammelgelpuffer:

=  10%ige SDS Stammlésung:
»  Probenpuffer:

30 g Acrylamid und

0,8 g Bisacrylamid

wurden in 100 ml Aqua bidest geldst.
18,17 g Tris base und

4 ml 10%iges SDS wurden auf 100 ml
Wasser aufgeftllt und mit HCI auf
pH 8,8 eingestellt.

6,06 g Tris base und

4 ml 10%iges SDS

in 100 ml Wasser auf pH 6,8 eingestellt.
50 g SDS in 500 ml Aqua bidest.
SAPU-Puffer:

2 ml Glycerol,

2 ml 10%iges SDS,

2,5 ml Sammelgel-Puffer,

0,5 ml Mercapto und

0,25 mg Bromphenolblau

wurde auf 10 ml Aqua bidest. aufgefullt.
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= Laufpuffer (10x):

» Transferpuffer:

2.6.4 Sonstige Lésungen

0,5 M (30 g) Tris base,

3,8 M (144 g) Glycin und

100 ml 10% SDS

wurden in 1000 ml Wasser gelést.
Dieser bestand aus einem Anoden-und
einem Kathoden-Puffer:

Je 50 mM Borséaure (pH 9) mit

fur die Anode: 20% Methanol

fur die Kathode: 5% Methanol

= Lyse-Puffer: Als Stammlésung wurde verwendet:

150 mM NaCl,

50 mM Tris base,

20 mM Glycerophosphat,

0,5% Triton-X,

0,5% NP-40

geldst in Wasser und auf pH 7,4 eingestellt.

Frisch zugegeben wurde :

= Blocking-Puffer:

= Waschpuffer:

= POX-Detection-Kit:
= CSPD:

10 mM NaF,

1 mM DTT,

1 mM PefaBlock,

Phosphatase Inhibitor Cocktalil I,

1:500 Orthovanadat (gesattigte Lésung) und
1:1000 PMSF (geséttigte Lésung)

5% Milchpulver (Rapilait) in PBS

0,1% Tween-20 in PBS
ECL-Western-Blotting-System (Amersham)
1,2 Dioxetan Chemolumineszens-Substrat fir
alkalische Phosphatase (Boehringer Mann-

heim)
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2.7 Gerate

Brutschrank:
Sterilbank:

UV-Lampe

Elektophoresekammer:

Semi-dry Blotting-Apparatur:
Elisa-Reader:

Haereus 6000

BDK, Luftraum-Reinraumtechnik GmbH,
Sonnenbdhl

Es wurde eine UV-Lampe der Firma Bioblock
Scientific verwendet. Diese Lampe ist mit zwei
6 Watt UV-Roéhren, eine fir UVA-Strahlung
(365 nm) und eine for UVB-Strahlung
(312 nm) ausgestattet. Vor jeder Bestrahlung
wurde die Energiedosis mittels des
Kompaktdosimeters RM21 (Dr.Gébel, UV-
Elektronik GmbH, Ettlingen) neu ermittelt. Die
Bestrahlung fand in einem Abstand von 10 cm
statt.

Die UVC-Bestrahlung fand wunter der
Sterilbank direkt unterhalb des Quecksilber

Niederdruckstrahlers statt. Vor der
Bestrahlung wurde mittels des
Kompaktdosimeters die Energiedosis

bestimmt. Der Abstand zur Lampe bei
Bestrahlung betrug 20 cm.

SE 600 SERIES Electrophoresis Unit, Hoefer
Scientific Instruments, San Fransisco

mit Glasplatten von Pharmacia Biotech
Semi-Phor, Hoefer Sientific Systems

anthos htll, anthos labtec instruments
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

Die gesamte Zellkultur wurde unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Dazu
wurden samtliche Lésungen und Puffer mittels Druckfiltration Uber sterile
Membranfilter (0,2 um Zelluloseacetatfilter) filtriert oder autoklaviert und in
sterilen Flaschen bei 4°C aufbewahrt. Vor ihrer Verwendung wurden die
Lésungen im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Die Kultur der Hautfibroblasten
(HSF1) wurde bei 37°C und 6,8% CO., in wasserdampfgesattigten
Brutschréanken durchgefiihrt. Die Zellen wurden einmal wdchentlich passagiert.
4 Stunden nach der Passage fand ein Mediumwechsel statt.

Zellpassage: zur Zellpassage wurden die Zellen zunachst mit PBS gewaschen
und mit Trypsin von dem ZellkulturgefaBB gelést. Die Zellen wurden dann mit
einer Glaspipette vereinzelt und konnten je nach Bedarf wieder ausgesat

werden.

3.2 Bestrahlung

Nach entsprechender versuchsabhangiger Vorbehandlung der Zellen wurden
die konfluenten Zellen mit einer Dosis von 200 J/m? UVB-Strahlung der
Wellenldnge 312 nm bzw. 30 J/m? UVC-Strahlung bestrahlt. Dazu wurden die
adhéarenten Zellen zunachst mit PBS (37°C warm) gewaschen, dann bestrahlt
und mit dem konditionierten Medium wieder in den Brutschrank Gberfahrt.

3.3 Proliferationkinetik

Als Analyseparameter diente die Zellzahl. Damit war es mdglich, den Einfluss
von Anisomycin auf die Zellproliferation zu testen. Die Untersuchung wurde
folgendermaBen durchgefihrt:

Nach subkonfluenter Aussaat einer gleichen Anzahl an Zellen in T-25-Flaschen,
wurde einen Tag spater fur eine Stunde der Enzymaktivator Anisomycin in
unterschiedlichen Konzentrationen in das Medium gegeben. Nach dieser
einstindigen Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen mit PBS gewaschen
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und fur weitere 48 h mit frischem Medium kultiviert. Nach Ablauf dieser Zeit
wurden die Zellen abtrypsiniert, vereinzelt und mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-
Zahlkammer konnte die Zellzahl bestimmt werden.

Schematische Darstellung:

1h Ani 48h Wachstum

Aussaat | [ G RO > | Zellzahl

Kulturflasche

Versuchsaufbau zur Bestimmung der Proliferationskinetik der HSF bei Anisomycinbehandlung (Ani)

3.4 Klonogener Assay

Die Bestimmung der klonogenen Aktivitat ist ein MaB der Zellvitalitdt nach
Behandlung der Zellen mit verschiedenen Chemikalien oder sonstigen
physikalischen Stimuli. Fir die Bestimmung der klonogenen Aktivitdt nach
Bestrahlung in Kombination mit BBl bzw. Anisomycin galt:

3.4.1 BBI

Den in 3,7 cm? groBen Schalen konfluent gewachsenen Zellen wurde BBI-
Stammldsung in einer Verdinnung von 1:100 zugesetzt. Nach 16-stindiger
BBI-Prainkubation folgte die UVB-Bestrahlung der Zellen mit einer Dosis von
200 J/m?. Nach weiteren 8h wurden pro Bedingung 1500 Zellen in 10 cm groBe
Petrischalen  ausgesat. Die Zellzahlbestimmung erfolgte in einer
Fuchs-Rosenthal-Kammer. Das Medium enthielt 20% FCS. Nach 12 bis 14
Tagen Wachstumszeit konnten die Zellen fixiert und anschlieBend mit
Coomassie-Blau und Giemsa-Lésung angefarbt werden. Unter dem Mikroskop
konnte die Anzahl der entstandenen Klone ausgezahlt werden und damit die
klonogene Aktivitat bestimmt werden. Nur Klone mit 10 und mehr Zellen kamen
zur Auswertung. Pro Bedingung wurde dabei eine Dreifachbestimmung
durchgeflhrt.

Fixierung: Nach Waschen der Zellen mit PBS wurde fir je 10 Minuten mit

3,7%iger Formaldehydlésung und 70%igem Ethanol fixiert.
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Farbung: Zunachst 1-4 Minuten Farbung mit Coomassie-Blau und nach
grindlichem Waschen mit destilliertem Wasser, fir eine weitere Stunde mit
frisch angesetzter Giemsa-Ldsung.

3.4.2 Anisomycin

Die Zellkulturbedingungen entsprachen dem klonogenen Assay mit BBI. Die
Anisomycin-Vorbehandlung hatte eine Dauer von 1 Stunde. Nach Ablauf dieser
Zeit wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit
frischem Medium weitere 16 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die Bestrahlung
wurde in der oben beschriebenen Weise durchgefihrt. Alle weiteren Schritte
nach der UVB-Bestrahlung sind mit Punkt 3.3.1 identisch.

3.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) und Blotting

Die PAGE ist eine Methode, Proteine aus Zellextrakten in einem Acrylamidgel
entsprechend ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. Dazu wird eine bestimmte
Menge Protein mit einem speziellen Probenpuffer in daflir vorgesehene
Geltaschen aufgetragen. Der SDS-haltige Probenpuffer Uberdeckt die
Eigenladung der Proteine und verleiht der Probe eine negative Ladung. Das
Acrylamidgel wird dann in einen Stromkreis eingebunden. Die Proteine wandern
nun Richtung der Anode und werden entsprechend ihrem Molekulargewicht und
der PorengréBe des Gels aufgetrennt. AnschlieBend ist es mdglich, die
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran zu blotten, um sie mit
entsprechenden  Antikdrpern zu detektieren. Mittels  fluoreszierenden
Zweitantikbrpern kénnen diese dann auf einem Rdntgenfilm sichtbar gemacht
werden. So ist es moglich, die Menge eines Proteins mit bekanntem

Molekulargewicht zu beurteilen.

3.5.1 Probengewinnung

Die Zellen wurden zunachst mit eiskaltem PBS gewaschen. Nach Zugabe von
70 pl des Lysepuffers wurden die Zellen auf Eis mit einem Cellscraper von ihrer
Unterlage abgekratzt. Zusatzlich wurde das Zellysat in einer Pipettenspitze
durch mehrmaliges Aufziehen mechanisch zerkleinert. Nach 15-minUtiger
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Inkubation auf Eis wurde die Zellprobe bei 14.000 xg 20 Minuten lang
zentrifugiert. Der Uberstand konnte fiir die Gelelektrophorese verwendet

werden.

3.5.2 Bestimmung der Proteinmenge

Um mdglichst gleiche Mengen an Protein auf das Gel aufzutragen, wurde der
Proteingehalt der Probe mittels des Bio-Rad-Systems bestimmt. Hierzu wurden
je 3ul der Proben mit je 25 ul der Lésung A ( Lésung A= 20ul Lésung S in
1000ul Lésung C) und 200 pl der Lésung versetzt. Nach einer Inkubationszeit
von 5 Minuten wurde die Extinktion der Proben mit einem Elisa-Reader
gemessen. Durch gleichzeitiges Messen einer Eichreihe mit bekanntem
Proteingehalt (BSA: 2, 4, 6, 8 und 10 pg/ml) wurde eine Eichkurve erstellt. Mit
der Funktion f(x) der Eichkurve konnte der Proteingehalt (x) der unbekannten

Proben berechnet werden.

Funktion:  f(x) = ax+b - X = (y-b)/a

Es wurden Proteinmengen zwischen 80 pg und 200 pg fir die PAGE

eingesetzt.

3.5.3 PAGE (Polyacrylamidgelelektrophorese)

Der Versuchsaufbau einer PAGE sieht folgendermafBen aus:

_ETTTTTT

Polyacryamidgel
yacry g

Geltaschen
Wanderungsrichtung

der Proteine
Spannungs-

quelle
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Die PorengroBe des Trenngels st durch unterschiedlich wahlbare
Polyacrylamidgelkonzentrationen variabel. Je nach Gelkonzentrationen
verandert sich dann das Auftrennungsverhalten der Proteine.

Far die Auftrennung der Proteine mit 46 kDA und 54 kDa wurden 15%ige
beziehungsweise 12%ige Trenngele mit 4,5%igen Sammelgelen verwendet.

Die Zusammensetzung der Gele war wie folgt:

Trenngel (z.B.15%): 5 ml Trenngel-Puffer,
5 ml Wasser,
10 ml Acrylamidlsg.,
100 ul APS (10%ig) und
10 ul TEMED

Nach dem Einbringen des Trenngels in die GieBvorrichtung, wurde mit

Isopropanol Uberschichtet und ca. 60 Minuten polymerisiert.

Sammelgel (4,5%): 1,25 ml Sammelgel-Puffer,
3 ml Wasser,
750 pl Acrylamidlsg.,
100ul APS und
5ul TEMED.

Das Sammelgel wurde mit eingesetztem Kamm gegossen und ca. 30 Minuten
polymerisiert. Vor dem Einbringen der Proben in das Gel wurde die bendtigte
Menge Protein mit Probenpuffer 1:4 versetzt, 5 Minuten gekocht und kurz
zentrifugiert.

Nach Ausspllen der Geltaschen konnten die Proben eingebracht und die
Apparatur mit dem eingefullten Laufpuffer nach Vorschrift gestartet werden. Die
Elektrophorese wurde mit 5 mA bis 7 mA Uber Nacht durchgefihrt.
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3.5.4 Western Blot

Mit einer semydry Blotting-Apparatur konnten die, von der PAGE aufgetrennten
Proteine mittels elektrophoretischem Transfer auf eine Nitrozellulosemembran
Uberfihrt werden. Das Polyacrylamidgel wurde dazu zwischen je 3 mit den
entsprechenden Puffern getrankte Filterpapiere gelegt. Zusatzlich befand sich
zwischen den Filterpapieren der ,Anodenseite® und dem Gel eine
Nitrocellulosemembran. Dieses ,Sandwich® wurde dann zwischen die
Elektroden gelegt und bei einer Stromstarke von 0,8 mA/cm? ca. 2h geblottet.

Kathode

Acrylamidgel <
e —— Je 3 Filterpapiere*
Nitrozellulosemembran**

Anode

* Filterpapier wurde jeweils mit Anoden-bzw. Kathodenpuffer getrank.
** Nitrozellulosemembran in Anodenpuffer getrankt.

3.5.5 Chemolumineszenz-Detektion

Um eine Detektion mit mdglichst wenigen unspezifischen Bindungen zu
ermoglichen, wurde die Nitrocellulosemembran zunachst 1h bei RT mit
Blocking-Puffer inkubiert. AnschlieBend folgte eine Inkubation Uber Nacht mit
dem primarem Antikdrper bei 4°C. Der Blot wurde dann 3 x 10 Minuten mit
Waschpuffer gewaschen. Im Anschluss folgten eine weitere Inkubation mit dem
entsprechenden spezifischen Sekundarantikérper flr ca. 45 Minuten und ein
erneuter Waschvorgang fir 3 x 10 Minuten mit Waschpuffer. AbschlieBend

wurde die Chemolumineszens-Detektion durchgefihrt.
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Zwei Moglichkeiten standen zur Verfagung:

3.5.5.1 mit Peroxidase konjugierten Sekundérantikérpern

Nach Verwendung eines mit Peroxidase konjugierten Sekundarantikdrpers
wurde der Blot mit einer frisch angesetzten Mischung der Lésung 1 und
Lésung 2 im Verhéltnis 1:1 far 5 Minuten benetzt. Nachdem er in Plastikfolie
gelegt und die Luftblasen ausgestrichen worden waren, konnte ein Réntgenfilm

zwischen 5 und 60 Minuten exponiert werden.

3.5.5.2 mit alkalischer Phosphatase konjugierten Sekundérantikérpern

Als Sekundarantikérper wurden mit alkalischer Phosphatase konjugierte
Antikérper verwendet. Als Substrat flr die alkalische Phosphatase wurde ein
CSPD-Substratpuffer verwendet. Nach 5-mindtiger Inkubation mit diesem Puffer
wurde der Blot ohne Luftblasen in Plastikfolie eingeschweiBt und ein

Rdéntgenfilm bis zu 48 Stunden exponiert.
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4 Ergebnisse

4.1 Dosis-Wirkung-Kurve fiir UVB-Strahlung

Die Strahlensensitivitdt von Zellen unterscheidet sich je nach verwendeter
Strahlung beziehungsweise Zellstamm. Bei der in den folgenden
Untersuchungen eingesetzten Strahlung handelte es sich um UVB-Strahlung
der Wellenlange 312 nm. Um die Wirkung unterschiedlicher Energiedosen
dieser UVB-Strahlung auf die verwendeten menschlichen Hautfibroblasten
bezlglich ihrer klonogenen Aktivitdt zu testen, wurde mit Dosen von 0 bis
400 J/m? ein klonogener Assay durchgefiihrt. Zur Auswertung des Assays,
wurde die Anzahl der Klone der unbestrahlten Kontrolle gleich 1 gesetzt und die
Veranderung der Klonanzahl der bestrahlten Zellen darauf bezogen. Dies ergab
die sogenannte Uberlebensfraktion der Zellen. Sie ist definiert als Quotient der
Anzahl der gebildeten Klone mit und ohne Bestrahlung. Die hier entstandene
Dosis-Wirkungskurve zeigt eine exponentielle Aonahme der Uberlebensfraktion
mit zunehmender Strahlungsdosis, wobei bei einer Dosis von 400 J/m? nur noch
2,6% der Zellen Uberleben (Abb. 3).
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Abb. 3 : Klonogener Assay mit HSF1-Zellen nach Bestrahlung mit 100, 200, 300 und 400 J/m?
UVB-Licht. 8 Stunden nach Bestrahlung wurden die Klonkulturen ausgeséat (delayed plating)
und nach 14 Tagen wurden die Zellen fixiert. Gezahlt wurden alle Kolonien mit mehr als 50
Zellen. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung aus je drei
Einzelwerten. Gezeigt sind die Kurven von 3 unabhangigen Experimenten (n=3).

Die entstandene Dosis-Wirkungskurve gab Aufschluss dartber, welche
Energiedosis fur weitere Versuche gewéahlt werden sollte. Die Dosis von
200 J/m? entsprach den Anforderungen. In diesem Dosisbereich zeigten die
Fibroblasten einerseits schon eine starke Reaktion auf die UVB-Strahlung und
somit eine Reduktion in Ihrem Uberleben, wiesen andererseits aber noch eine
Uberlebensfraction von 30 Prozent auf.

4.2 Wirkung von BBI auf Fibroblasten

Im Weiteren sollte die Wirkung einer BBI-Behandlung mit und ohne
UVB-Bestrahlung auf die Uberlebensfraktion von Fibroblasten untersucht
werden. Dazu wurde ein klonogener Assay durchgefihrt (Abb. 4). In der
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graphischen Darstellung ist auf der Ordinate die Uberlebensfrakton in Prozent
aufgetragen. Eine alleinige BBI-Prainkubation der Zellen im Vergleich zur
Kontrolle ohne BBl hatte keine wesentliche Anderung der
Koloniebildungsfahigkeit zur Folge. Mit einer BBI-Prainkubation der bestrahlten
Zellen konnte hingegen eine Zunahme der Uberlebensfraktion beobachtet

werden.

140

120

100 o

80 A

40 A

Uberlebensfraktion

20 A

0 T T T T
Kontrolle BBI 200J/mz2 BBI1/200J/m?

Bedingungen

Abb. 4 : Klonogener Assay mit HSF1-Zellen nach 16-stindiger Vorbehandlung mit 10uM BBI in
Kombination mit und ohne UVB-Bestrahlung in einer Dosis von 200 J/m?. 8 Stunden nach
Bestrahlung wurden die Klonkulturen ausgesat (delayed plating) und nach 14 Tagen wurden die
Zellen fixiert. Gezahlt wurden alle Kolonien mit mehr als 50 Zellen. Die dargestellten Werte sind
Mittelwerte + Standardabweichung von 3 unabhangigen Experimenten (n=3).

Nach Durchfihrung des t-Tests zeigt sich hier ein signifikanter Unterschied der
Koloniebildungsfahigkeit  der  bestrahlten Zellen im  Sinne  einer
Strahlenprotektion durch BBI-Prainkubation. Eine Zunahme der Klonanzahl der
mit BBI vorbehandelten Zellen von 38 Prozent konnte beobachtet werden

(Abb. 5).

30



Ergebnisse

60

50 +

40 -

30 A

Uberlebensfraktion

20 A

10 A

ohne BBI mit BBI

Abb. 5: Zunahme der Uberlebensfraktion der bestrahlten Zellen (200 J/m2) um 38 % nach 16-
stindiger BBI-Prainkubation (p*=0,001).

Auch die makroskopische Betrachtung der gefarbten Klone in den
Kulturschalen lasst bereits den strahlenprotektive Effekt des BBl erkennen
(Abb. 6).

Abb. 6: A: unbehandelte und nichtbestrahlte Kontrolle, B: mit 200 J/m? UVB-Licht bestrahlte
Zellen und C: bestrahlte Zellen (200 J/m?) nach 16-stiindiger BBI-Prainkubation.
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4.3 Einfluss von UVB-Strahlung auf die SAPK in Fibroblasten

Stress activated protein kinases (SAPK) werden in verschiedenen Zelllinien
durch Strahlung aktiviert. Eine Aktivierung der SAPK durch UVB-Strahlung
konnte hier mittels Western Blot fir normalen humanen Hautfibroblasten
(HSF1) gezeigt werden (Abb. 7). In der unbestrahlten Kontrolle Iasst sich eine
leichte Basalaktivitat der SAPK erkennen. 15 Minuten nach der Bestrahlung mit
100 J/m? ist eine Steigerung in der Aktivitat der beiden Isoformen der SAPK
sichtbar. Vor allem die 46 kDa Bande zeigte eine etwa konstante Aktivitat der
SAPK ab 15 Minuten bis mindestens 60 Minuten nach UVB-Bestrahlung. Die
56 kDa Bande zeigte ebenfalls nach 15 Minuten eine leichte SAPK-Aktivierung,
die nach 60 Minuten ein Maximum erreicht.

UVB(100J/m?)
K 15° 30 60

54kDa
Ph-SAPK
46kDa
ERK 44kDa
rel. Expression 54 kDa 1,0 1,07 0,75 1,46
rel. Expression 46 kDa 1,0 2,11 2,23 1,61
uvB - + + +
Zeit (min.) 0 15 30 60

Abb. 7: Kinetik der Aktivitat der SAPK in normalen Fibroblasten nach UVB-Bestrahlung (oberste
Bande und zweite Bande von unten). Kinetik der ERK (44kDa) nach Bestrahlung (unterste
Bande). Die Fibroblasten wurden mit 100 J/m® bestrahlt und nach verschiedenen Zeiten
Zelllysate hergestellt. Die Proteine wurden mit einer SDS-PAGE aufgetrennt, das
Ph-SAPK-Antigen mit einem spezifischen Antikérper nachgewiesen und mit einer
Chemolumineszenzreaktion sichtbar gemacht. Die Filmschwéarzung wurde densitometrisch
erfasst.

Zur Ladekontrolle wurde auf demselben Blot ein Antikdrper verwendet,
der unabhangig vom Phosphorylierungszustand die Gesamtmenge der SAPK
bei 54 kDa und 46 kDa detektiert. Damit konnte festgestellt werden, ob
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vergleichbare Mengen an Protein auf das Polyacrylamidgel aufgetragen wurden
und somit ein Vergleich der Banden gerechtfertigt ist. Es zeigte sich hier eine
gute Ubereinstimmung in der aufgetragenen Proteinmenge (Abb. 8).

UVB(100J/m?)
K 15 30 60°

54kDa R

Gesamt-SAPK
46kDa
Aok
UvB - + + +
Zeit (min.) 0 15 30 60
rel. Expression 54 kDa 1,0 0,95 1,03 1,07
rel. Expression 46 kDa 1,0 0,92 1,12 1,22

Abb. 8: Gesamt-SAPK-Kontrollen: Vergleich der aufgetragenen Proteinmengen durch
Verwendung eines Antikorpers, der sowohl die aktivierte als auch die inaktivierte Form der
SAPK erkennt; densitometrischen Auswertung der Filmschwéarzung.

Die densitometrische Auswertung dieses Western Blots bestatigt den optischen
Eindruck. Die aufgetragenen Proteinmengen stimmen weitgehend Gberein und
rechtfertigen somit einen Vergleich der Banden.

4.4 Einfluss des Anisomycins auf Fibroblasten

Als eine Reaktion der Zelle auf Strahlung werden SAPK aktiviert. Auch
Anisomycin ist ein Aktivator der SAPK. In einem klonogenen Assay sollte nun
untersucht werden, ob eine solche Aktivierung der SAPK durch Anisomycin vor
Bestrahlung zu Verdnderungen der Uberlebensfraktion der bestrahlten
Fibroblasten flihren kann. Um die Substanz in einer solchen Untersuchung
einsetzen zu koénnen, musste jedoch zunachst ihr Einfluss bezlglich der

Proliferation und des klonogene Uberlebens der Fibroblasten ermittelt werden.
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4.4.1 Proliferationskinetik

Zunachst wurde der Einfluss des Anisomycins auf die Proliferation der
Fibroblasten getestet. Dem Kulturmedium wurde dazu Anisomycin in den
Konzentrationen 0 uM, 0,1 uM, 1 pM, 5 yM, 10 pM, 100 uM und 500 pM
zugesetzt. Da zu erwarten war, dass Anisomycin ein starker Enzymaktivator ist
und die SAPK rasch aktiviert werden, wurde eine Inkubationszeit von einer
Stunde gewahlt. Es zeigte sich, dass eine Konzentration von 10uM Anisomycin
im Medium eine Verringerung der Zellproliferation um ca. 15 % im Vergleich zur
Kontrolle nach sich zog. Mit zunehmender Konzentration nahm die Proliferation
weiterhin ab (Abb. 9).

10T

relatives Wachstum

0,1 t t t t t t i
K 0,1uM 1uM 5uM 10pM 100pM 500pM
Anisomycin

Abb. 9: Proliferationsverhalten von normalen Fibroblasten nach Anisomycin-Inkubation. Die
identische Anzahl an Zellen wurde fiir 1 Stunde mit verschiedenen Konzentrationen Anisomycin
behandelt. Nach Waschung der Zellen und Mediumwechsel wurde 48 Stunden nach der
Behandlung eine Zellzahlbestimmung durchgefihrt. Dargestellte Werte sind Mittelwerte aus bis
zu 5 Einzelwerten aus voneinander unabhangigen Versuchen.
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4.4.2 Klonogener Assay

Im Weiteren sollte die Frage geklart werden, ob die mit Anisomycin behandelten
Zellen sich in 12-14 Tagen Wachstumszeit erholen wirden, oder ob durch das
Anisomycin ein bleibendes Wachstumsdefizit entstanden war. Dazu wurde mit
den Zellen, die den Anisomycin-Konzentrationen 0 uM, 10 uM, 100 uM und
500 uM ausgesetzt waren, ein klonogener Assay durchgefihrt (Abb. 10). Es
kam zu keiner Erholung der Zellen. Die mit Anisomycin inkubierten Zellen
hatten ein Defizit gegenuber der unbehandelten Kontrolle. Bei der
Konzentration von 10 uM Anisomycin, zeigte sich in diesem Assay eine
Reduktion der Uberlebensfraktion von ca. 22 Prozent.

Da das Anisomycin in DMSO gelést worden war, wurde eine zusatzliche
Kontrolle angesetzt, die einen mdglichen Einfluss des DMSO's auf die Zellen
untersuchen sollte. Hierzu wurden die Zellen mit einer DMSO-Konzentration
inkubiert, die der 500uM-Anisomycin-Bedingung entsprach. In der verwendeten
Konzentration wurde kein Einfluss auf die klonogene Aktivitat der Fibroblasten
beobachtet. Der Unterschied im Uberleben ist somit alleinig dem Anisomycin

zuzuordnen.
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Abb. 10: Klonogener Assay mit HSF1-Zellen nach einstindiger Vorbehandlung mit
verschiedenen Konzentrationen Anisomycin beziehungsweise DMSO. Nach einer 14-tagigen
Wachstumszeit wurden die Zellen fixiert und die Klonanzahl bestimmt. Gezahlt wurden alle
Kolonien mit mehr als 50 Zellen. Die dargestelllen Werte sind Mittelwerte +

Standardabweichung von 2 unabhangigen Experimenten (n=2).

Far weitere Versuche sollte eine Anisomycin-Konzentration gewahlt werden, die
zwar eine SAPK-Aktivierung in den Fibroblasten hervorruft, jedoch noch keine
bzw. nur geringfigige Proliferationhemmung oder Verringerung der klonogenen
Aktivitdt verursachen sollte. Um dies zu erreichen, wurden zukinftig
Konzentrationen kleiner gleich 10 uM verwendet.

4.5 Einfluss einer Anisomycin-Prainkubation auf die klonogene
Aktivitat der Fibroblasten nach UVB-Bestrahlung

In dieser Untersuchung sollte nun Gberprift werden, ob eine SAPK-Aktivierung
durch Anisomycin-Inkubation vor Bestrahlung, einen Effekt auf die klonogene
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Aktivitat hat. Dazu wurde ein weiterer klonogener Assay mit Konzentrationen
von 1 uM, 5 uM und 10 pM Anisomycin durchgefiihrt. Bei den Konzentrationen
1 uM bzw. 5 pM zeigte sich in der Gruppe der mit Anisomycin behandelten
Zellen im Vergleich zur Kontrolle ohne Behandlung keinen Einfluss auf die
Uberlebensfraktion (Abb. 11 und Abb. 12). Des Weiteren konnte auch im
Vergleich der Uberlebensfraktion der Kombination Anisomycin und
UVB-Bestrahlung zu der bestrahlten Kontrolle keine signifikante Veranderung
festgestellt werden.
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Abb. 11: Klonogener Assay mit HSF1-Zellen nach einstiindiger Vorbehandlung mit 1uM
Anisomycin mit und ohne UVB-Bestrahlung (200J/m?). Nach einer 14-tdgigen Wachstumszeit
wurden die Zellen fixiert und die Klonanzahl bestimmt. Gezahlt wurden alle Kolonien mit mehr
als 50 Zellen. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung von 3

unabhangigen Experimenten (n=3; p*=0,006).
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Abb. 12: Klonogener Assay mit HSF1-Zellen nach einstiindiger Vorbehandlung mit 5uM
Anisomycin mit und ohne UVB-Bestrahlung (200J/m?). Nach einer 14-tdgigen Wachstumszeit
wurden die Zellen fixiert und die Klonanzahl bestimmt. Gezahlt wurden alle Kolonien mit mehr

als 50 Zellen. Die dargestellten Werte sind Mittelwerte + Standardabweichung von 3

unabhéngigen Experimenten (n=3; p*=0,006).

Eine Inkubation der unbestrahlten Zellen mit 10 uM Anisomycin verursachte
eine signifikante Verringerung der Uberlebensfraktion der Zellen gegeniiber den
unbehandelten Zellen. In den bestrahlten Zellen zeigt sich ebenfalls eine
signifikante Verringerung durch Anisomycin-Inkubation (Abb. 13).
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Abb. 13: Klonogener Assay mit HSF1-Zellen nach einstiindiger Vorbehandlung mit 10 uM
Anisomycin mit und ohne UVB-Bestrahlung (200J/m2) (n=3; p*=0,003, p**=0,002).

4.6 Einfluss von BBI auf die SAPK der Fibroblasten

In friheren Versuchen konnte gezeigt werden, dass in unbestrahlten Zellen
durch eine BBI-Behandlung der EGF-Rezeptor aktiviert wird. Es sollte hier nun
weiterhin untersucht werden, welchen Einfluss BBl auBerdem auf molekularer
Ebene auf die Fibroblasten ausibt. Dabei sollten speziell Gberprift werden, ob
die Aktivitat der SAPK, die zu einer Signaltransduktionskaskade downstream
des EGF-Rezeptors gehéren, von BBI beeinflusst wird. Dazu wurden Western
Blots durchgefihrt. Die konfluent gewachsenen Zellen wurden mit BBI
behandelt und wie oben beschrieben nach bestimmten Zeitpunkten
aufgearbeitet und flr die Durchfihrung eines Western Blots vorbereitet. Als
Sekundérantikérper wurde diesmal ein mit Peroxidase konjugierte Antikdrper

mit dem entsprechenden Substrat verwendet. Es wurde zun&chst der Zeitraum
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zwischen 5 und 30 Minuten nach BBI-Zugabe gewahlt (Abb. 14, Abb. 16 und
Abb. 18). Anisomycin diente als Kontrolle. Die Behandlung der Zellen mit einer
Anisomycin-Konzentration von 5 um flUhrte bereits nach 15 Minuten zu einer
starken Aktivierung der SAPK. Bei den als weitere Kontrolle verwendeten mit
UVB bestrahlten Zellen, zeigte sich nach 15 Minuten eine sehr schwache
Aktivitat der SAPK entsprechend dem obigen Versuch (Abb. 14). Auch eine
Steigerung auf 45 Minuten nach UVB-Bestrahlung erhéhte die Expression nicht
wesentlich (Abb. 16). Es konnte dabei fir die mit BBl behandelten Zellen in dem
untersuchten Zeitraum keine den Kontrollen vergleichbare Aktivierung der
SAPK nachgewiesen werden (Abb. 14 und Abb. 16).

BBI uvB
K Ani 5 10 30 15
54kDa -
Ph-SAPK
46kDa ’
ErK 44kDa - - c— -

Abb. 14: Kinetik der Aktivitdt der SAPK in normalen Fibroblasten nach Behandlung der Zellen
mit Anisomycin (5uM fir 15 min), BBI mit den Inkubationszeiten 5, 10 und 30 Minuten und
UVB-Bestrahlung (200J/m2) (oberste Bande und zweite Bande von unten). Kinetik der ERK (44
kDa, unterste Bande). Die Fibroblasten wurden mit 200 J/m? bestrahlt und nach verschiedenen
Zeiten Zelllysate hergestellt. Die Proteine wurden mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt und das
Ph-SAPK-Antigen mit einem spezifischen Antikérper nachgewiesen und mit einer
Chemolumineszenzreaktion sichtbar gemacht.

BBI
uvB
K Ani 5 10° 30 15
Gesamt-SAPK = -
. - ———
46kDa

Abb. 15: Gesamt-SAPK-Kontrollen: Detektion des Blots aus Abb. 14 mit einem Gesamt-SAPK-

Antikérper zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmenge.
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Abb. 16: Kinetik der Aktivitdit der SAPK in normalen Fibroblasten nach Behandlung mit
Anisomycin (5 pM), BBI mit den Inkubationszeiten 10 und 30 Minuten und UVB-Bestrahlung
(200 J/m?) (oberste Bande und zweite Bande von unten). Kinetik der ERK (44 kDA, unterste
Bande). Die Proteine aus den Zelllysaten wurden mit Hilfe der SDS-PAGE aufgetrennt und das

Ph-SAPK

46kDa
ErK 44kDa

Ph-SAPK-Antigen mit einem spezifischen Antikérper nachgewiesen und mit einer
Chemolumineszenzreaktion sichtbar gemacht.

BBI uvB
K Ani 10 30 45
Gesamt SAPK
46kDa " “ M T

Abb. 17: Gesamt-SAPK-Kontrollen: Detektion des Blots aus Abb. 16 mit einem gesamt-SAPK-
Antikérper zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmenge.

Aufgrund der verhaltnismaBig schwachen Aktivierung der SAPK durch UVB
Strahlung (Abb. 14, Abb. 16) wurden in einem weiteren Versuch als Kontrolle
UVC-bestrahlte (30 J/m?) Zellen verwendet (Abb. 18). Es zeigt sich, dass
UVC-Strahlung ein deutlich besserer Aktivator der SAPK in Fibroblasten ist als
UVB-Strahlung. Die Konzentration des Anisomycin-Kontrolle wurde aufgrund
der hohen Intensitat des Signals in den vorigen Versuchen auf 1uM gesenkt. Es
zeigte sich dadurch eine geringere Aktivierung der SAPK. Beziglich des
Einflusses des BBI auf die Fibroblasten konnte jedoch wiederum eine der
Kontrolle vergleichbare SAPK-Aktivierung durch BBI nicht gefunden werden.
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Abb. 18: Kinetik der Aktivitdt der SAPK in normalen Fibroblasten nach Behandlung mit
Anisomycin (1 pM fir 15 min), BBl mit den Inkubationszeiten 10 und 30 Minuten und
UVC-Bestrahlung (200 J/m2) (oberste Bande und zweite Bande von unten). Kinetik der ERK
(44 kDA, unterste Bande. Die Proteine aus den Zelllysaten wurden mit Hilfe der SDS-PAGE

Ph-SAPK

aufgetrennt und das Ph-SAPK-Antigen mit einem spezifischen Antikdrper nachgewiesen und

mit einer Chemolumineszenzreaktion sichtbar gemacht.

BBI uve
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Abb. 19: Gesamt-SAPK-Kontrollen: Detektion des Blots aus Abb. 18 mit einem gesamt-SAPK-

Antikérper zur Kontrolle der aufgetragenen Proteinmenge.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten die der strahlenprotektiven Wirkung
zugrundeliegenden molekularen Mechanismen des Bowman-Birk
Proteinase-Inhibitors (BBI) untersucht werden. Dazu wurde der Einfluss des BBI
auf die strahleninduzierte Signaltransduktion der Zelle betrachtet. Im Mittelpunkt
standen klonogene Assays und molekulare Untersuchungen auf Proteinebene

mittels Western Blots an normalen humanen Hautfibroblasten.

5.1 Radiosensitivitat der Fibroblasten

Verschiedene Zellsysteme beziehungsweise ZellstAmme zeigen eine
individuelle Strahlenempfindlichkeit. Diese wiederum ist zum einen von der
Qualitat der Strahlung und zum anderen vom Zelltyp, dem Alter der Zellen und
vielen weiteren Umwelteinflissen abhangig. Die Strahlenempfindlichkeit der fur
die Untersuchungen verwendeten menschlichen Hautfibroblasten bezlglich der
UVB-Strahlung zeigte sich in einer exponentiellen Dosis-Wirkungsbeziehung
(Abb. 4). Die klonogene Aktivitdt der Fibroblasten nimmt dabei mit der
Erhéhung der Strahlendosis exponentiell ab.

5.2 BBI als Strahlenprotektor

Durch eine BBI-Prainkubation der Fibroblasten konnte eine Herabsetzung der
Strahlenempfindlichkeit erreicht werden. Es zeigte sich eine Zunahme der
klonogenen Aktivitdt nach Bestrahlung und somit eine Verringerung der
Sensitivitdt der Hautfibroblasten gegeniiber der UVB-Strahlung (200 J/m?)
(Abb. 4, Abb. 5, Abb. 6). Diese Ergebnisse bestatigen Untersuchungen, die
bereits flr ionisierende Strahlung (Dittmann et al., 1995) und fir eine UVB-
Dosis von 100 J/m? (Dittmann et al., 2001) an anderen Fibroblasten-
Zellstdmmen eine protektive Wirkung des Bowman-Birk Proteinase Inhibitors
zeigen konnten.

Der molekulare Mechanismus, der dieser strahlenprotektiven Wirkung zugrunde
liegt, ist jedoch noch nicht vollstdndig geklart und Gegenstand derzeitiger
Forschungen.
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5.3 UVB-Strahlung und SAPK

Um die molekularen Mechanismen einer strahlenprotektiven Substanz
verstehen zu kdnnen, ist es von Bedeutung die Strahlenantwort von Zellen zu
kennen. Eine der schnellsten Reaktionen der Zelle auf molekularer Ebene auf
Bestrahlung ist die Induktion bestimmter Signaltransduktionskaskaden. Hier
werden im Zytoplasma Prozesse in Gang gesetzt und Genprogramme im Kern
angeschaltet, die eine Zellantwort bedingen. Im Zusammenhang mit
UV-Strahlung ist vor allem die Signaltransduktionskaskade der SAPK (stress
activated protein kinase) zu nennen (Derijard et al., 1994). In den verwendeten
menschlichen Hautfibroblasten ist eine Phosphorylierung, d. h. Aktivierung der
SAPK durch UVB-Strahlung nachweisbar (Abb. 7). Diese ist jedoch
vergleichsweise schwach ausgepragt. Eine deutlich starkere Aktivierung lasst
sich durch Bestrahlung mit UVC erreichen (Abb. 18). Diese Unterschiede in der
Auspragung der SAPK-Aktivierung abhangig von der Wellenlange der
UV-Strahlung sind bereits bekannt (Dhanwada et al., 1995; Adler et al., 1996a).
In Keratinocyten zeigte sich beispielsweise ebenfalls eine solche Abhangigkeit
(Dhanwada et al., 1995). Dabei konnte die stérkste Aktivierung der SAPK durch
kurzwellige, hochenergetische UV-Strahlung erreicht werden (UVC mit 254 nm),
wahrend Bestrahlung mit einer Einzeldosis UVB (280-320 nm) nur eine geringe
Aktivierung von SAPK gezeigt hat. Durch Exposition der Zellen gegenuber
vielfachen Dosen UVB-Strahlung konnte die Induktion der SAPK hingegen
gesteigert werden (3 x 200J/m® (Ramaswamy et al., 1998). Dabei ist die
Antwort auf UVB schnell und kurzlebig, wéhrend die UVC-Strahlungsreaktion
langer andauernd ist (Ramaswamy et al., 1998). In Fibroblasten konnte bisher
ebenfalls eine signifikante Aktivierung von SAPK durch vielfache Bestrahlung
mit UVB-Strahlung gezeigt werden (Adler et al., 1996a).

Ursachlich fir die schwachere Auspragung der SAPK-Aktivierung durch eine
Einzeldosis UVB-Strahlung als durch UVC-Strahlung in den Fibroblasten kénnte
die  niedrigere  Energie der UVB-Strahlung sein. Durch eine
Mehrfachbestrahlung mit UVB addiert sich die Energiedosis, die dann eine
gesteigerte SAPK-Aktivierung hervorrufen kdnnte. Weiterhin kénnte Strahlung

unterschiedlicher Wellenlange von verschiedenen Sensoren auf der
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Zellmembran erkannt werden und somit Einfluss auf die Intensitat der
Aktivierung der SAPK haben. Eine weitere Erklarung wére, dass einzelne
Bestrahlungen gleicher Wellenlange verschiedene Signalwege aktivieren, die
eine unterschiedlich starke Aktivierung der SAPK zur Folge hat.

Die Aktivierung der SAPK ist ebenfalls vom Zelltyp abhangig (Dhanwada et al.,
1995; Mendrano et al., 1995). Und auch innerhalb eines Zelltyps kann es zu
Unterschieden in der Intensitat der SAPK-Aktivierung kommen, denn es besteht
weiterhin eine Abhangigkeit von der Zellkonfluenz (Pfarr et al., 1994; Lallemand
et al., 1998). Die menschlichen Fibroblasten wurden in konfluentem Zustand
bestrahlt. Bereits in Mausfibroblasten konnte gezeigt werden, dass in
konfluenten Zellen die SAPK-Aktivierung nach Bestrahlung abgeschwacht oder
ganz gehemmt wird (Lallemand et al, 1998). Die Regulation der
SAPK-Aktivierung wird somit durch Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte
beeinflusst.

AuBerdem Einfluss auf die Auspragung der SAPK Aktivierung kénnen das Alter
und die Passagen-Anzahl der Zellen haben (Adler et al., 1996c¢). In normalen
menschlichen Fibroblasten konnte gezeigt werden, dass eine SAPK-Aktivierung
nach UVC-Bestrahlung in Zellen aus éalteren Passagen weniger stark
ausgepragt war als in Zellen aus jungen Passagen (Adler et al., 1996c¢).

Um ein starkeres Ansprechen der Zellen auf externe Reize zu erhalten, wird
von vielen Arbeitsgruppen kurz vor Versuchsbeginn eine ,Stavierung“ der
Zellen, d. h. eine Inkubation der Zellen unter Reduktion von Nahrstoffen im
Medium, vorgenommen. Dies fihrt meist zu Uberdurchschnittlich starker
Reaktion der Zellen auf externe Reize. In den vorliegenden Untersuchungen
ware dadurch eventuell ebenfalls eine starker ausgepragten Aktivierung der
SAPK durch eine Einzeldosis UVB-Strahlung zustande gekommen. Da dies
aber einen auBerst unphysiologischen Zustand der Zelle darstellt, wurde hier
bewusst auf eine Stavierung verzichtet.

Die Fahigkeit der Zellen zur SAPK-Aktivierung ist somit von dem Zelltyp, der
Wellenlange, dem Zellalter und den Wachstumsbedingungen abhangig und fir
unterschiedlichste Umweltfaktoren relativ anfallig.
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Das gezeigte Ergebnis einer nur relativ schwachen Aktivierung der SAPK durch
eine Einzeldosis UVB-Strahlung in den verwendeten Hautfibroblasten (Abb. 7)
lasst sich daher gut in diese Zusammenhéange einreihen.

Somit ist festzuhalten, dass die verwendeten Fibroblasten ein sehr
charakteristisches Muster zeigen auf UV-Strahlung bezlglich der SAPK

Aktivierung zu reagieren.

5.4 Wirkung von Anisomycin auf Fibroblasten

Bisherige Ergebnisse filhren zu der Uberlegung, dass BBI méglicherweise iber
eine Beeinflussung der SAPK seine radioprotektive Wirkung vermittelt. Es sollte
daher untersucht werden, ob eine friihzeitige exogene Aktivierung der SAPK,
noch vor einer Bestrahlung, einen Einfluss auf die Strahlensensitivitat der Zellen
hat und somit der BBI-Effekt simuliert werden kann. Dazu wurde das von
Streptomyces griseolus stammende Antibiotikum Anisomycin (Sobin et al.,
1954) eingesetzt. Anisomycin besitzt in hdheren Konzentrationen eine
proteinsynthesehemmende Wirkung. AuBerdem ist von Anisomycin bekannt,
dass es ein starker Aktivator der Stress-aktivierten-Protein-Kinase-Kaskaden
(SAPK und p38) ist (Mahadevan et al. 1991; Cano et al., 1994). Zur
Uberpriifung des Einflusses einer vorzeitigen SAPK-Aktivierung auf die
Strahlensensitivitat sollten die Zellen nach einer Anisomycin-Prainkubation mit
UVB bestrahlt und die klonogene Aktivitat der Zellen getestet werden.

In bisherigen Untersuchungen zeigte sich, dass hdhere, die Proteinsynthese
hemmende Konzentrationen von Anisomycin, in einigen Zellen zur Apoptose
fihren kdénnen (Toérocsik et al.,, 2000a). Dabei spielt wahrscheinlich eine
translationshemmende Wirkung des Anisomycins eine wesentlichere Rolle als
der Effekt auf die Signaltransduktion der Zellen (Térocsic et al., 2000a). Andere
Forschungen ergaben, dass niedrige Konzentrationen Anisomycin, die noch zu
keiner Hemmung der Proteinsynthese fiihren, eine starke Aktivierung der SAPK
in verschiedenen Zellsystemen bewirken, ohne dabei deren Zelltod zu
verursachen (Toerocsik et al., 2000b).

Von Interesse war daher zunachst, wie sensitiv die menschlichen Fibroblasten

auf Anisomycin reagieren, bevor sie einer zusatzlichen Bestrahlung ausgesetzt
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wurden. Die hier vorliegenden Untersuchungen bestatigen Beobachtungen, die
eine Konzentrationsabhangigkeit bezlglich der Proliferation und des
Uberlebens von Zellen bei Behandlung mit Anisomycin beschreiben (Abb. 9).
Die menschlichen Hautfibroblasten zeigten ab einer Konzentration von 10 pM
(2,6 pg/ml) Anisomycin im Medium eine deutliche Proliferationshemmung im
Vergleich zu niedrigeren Konzentrationen. Zwischen 1 uM (260 ng/ml) und 5 uM
(1300 ng/ml) beeinflusste das Anisomycin die Proliferation der Zellen noch nicht
signifikant. Diese Beobachtung deckt sich tendenziell mit Untersuchungen, die
nachweisen, dass hohe Konzentrationen, ab 1000 ng/ml Anisomycin, zu einer
DNA-Fragmentierung, als Zeichen der Apoptose, flhren (Térocsic et al.,
2000a), wahrend niedrige Konzentrationen bis 100 ng/ml keine DNA-
Fragmentierung in den behandelten Zellen zeigen. Die Abweichungen in den
verwendeten Konzentrationen sind dabei héchstwahrscheinlich auf die generell
individuelle Empfindlichkeit verschiedener Zellsysteme zurlckzufuhren.

Auch im klonogenen Assay, der eine sensitivere Methode zum Nachweis von
Modulationen der Wachstumseigenschaften von Zellen darstellt, konnte ein
Wachstumsdefizit der den hdheren Konzentrationen von Anisomycin
ausgesetzten Zellen beobachtet werden (Abb. 10).

Diese Ergebnisse fihren zu der Annahme, dass héhere Konzentrationen von
Anisomycin die Zellen nachhaltig schadigen und somit toxisch wirken, wéhrend
niedrigere Konzentrationen die Zelle diesbezlglich nicht beeinflussen.

Da eine Zellschadigung der Zellen durch Anisomycin fir die nachfolgenden
Untersuchungen der Strahlensensitivitdt nicht winschenswert waren, erwies
sich somit eine Konzentration unterhalb der wachstumsbeeinflussenden
Konzentration von 10 uM als zweckmaBig.

In dieser GrdBenordnung war bereits eine SAPK-Aktivierung zu erwarten
(Mahadevan et al.,, 1991). Dies bestéatigte sich in den vorliegenden
Untersuchungen, bei denen eine SAPK-Aktivierung bereits bei 1uM nach 15
Minuten beobachtet werden konnte (Abb. 18).
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5.5 Einfluss einer SAPK-Aktivierung auf die Strahlen-

sensitivitat von Fibroblasten

In einem weiteren klonogenen Assay wurde nun der mégliche Zusammenhang
zwischen einer friihzeitigen Aktivierung des Signalweges der SAPK und einer
strahlenprotektiven Wirkung auf die Zellen untersucht .

Da sich Anisomycin wie ein echter Agonist zur UV-Strahlung bezuglich der
SAPK-Aktivierung verhalt (Hazzalin et al., 1998), konnte untersucht werden, wie
eine frihzeitige, der Strahlung vorweggenommene SAPK-Aktivierung durch
Anisomycin auf die Strahlensensitivitat der Zellen wirkt. Im klonogenen Assay
zeigte eine Aktivierung der SAPK durch unterschiedliche Konzentrationen
Anisomycin vor Bestrahlung bezuglich der Strahlensensitivitédt der Fibroblasten
keinen radioprotektiven Effekt (Abb. 11, Abb. 12 und Abb. 13). In niedriger
Konzentration (1 puM und 5 pM) (Abb. 11 und Abb. 12) verhielten sich die
bestrahlten, sowie die unbestrahlten mit Anisomycin vorbehandelten
Fibroblasten wie ihre zugehoérigen unbehandelten Kontrollen. Bei der héheren
Konzentration von 10 uM (Abb. 13) zeigt sich der toxische Effekt des
Anisomycins, der bereits in vorigen Versuchen festgestellt wurde. Diese
Ergebnisse fiihren zu der Schlussfolgerung, dass eine SAPK Aktivierung, wie
sie in diesem Versuchsaufbau durch Anisomycin erzielt wurde, per se die Zelle
nicht vor Strahlung schiitzt.

5.6 Einfluss des BBI auf die SAPK

Gleichzeitig wurde der Frage nachgegangen, ob es durch den Einsatz von BBI
Uberhaupt mdglich ist, strahleninduzierbare Signaltransduktionskaskaden zu
beeinflussen. Von BBI ist bekannt, dass es, entsprechend einer Bestrahlung, in
der Lage ist, den EGF-Rezeptor (Gliven et al., 1998 b) und das TP53-Protein,
mit den von ihm induzierten Reparaturgenen Gadd45 (Z), p21(Z) und
ERCC3(Z) zu modulieren (Dittmann et al., 1998 b). Interessant ist, dass die
durch Strahlung induzierte EGF-Rezeptor-Autophosphorylierung nach einer
BBI-Prainkubation der Zellen jedoch reduziert ist (Glven et al., 1998b). Der
EGF-Rezeptor steht also fur eine der BBl-Inkubation folgenden

strahleninduzierten Aktivierung nicht mehr zur Verflgung. Ebenso reduziert sich
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die strahleninduzierte TPS53-Proteinstabilisierung und DNA-Bindungsaktivitat
des TP53 in normalen Fibroblasten nach BBI-Prainkubation (Dittmann et al.,
1998 b).

Es zeigte sich auch, dass es zu einer maximalen XPA-Expression nach BBl und
somit zu einer vorzeitigen XPA-abhangige Reparatur der Zelle und zu einer
erhéhten und lang andauernde MSH2-Expression nach BBI und Bestrahlung
kommt (Dittmann et al., 1998 b).

Samtliche dieser Befunde zeigen, dass BBI stimulierende Effekte auf
verschiedene in die DNA-Reparatur eingebundene Proteine hat (Dittmann et al.,
2002). Die Aktivierung des EGF-Rezeptors durch BBI kdnnte also, noch vor
einer Bestrahlung, eine Signaltransduktionskaskade in der Zelle starten und die
Transkription von Genen ermdglichen, die normalerweise erst durch eine
Bestrahlung induziert werden. Der Effekt der Strahlung und die Reaktion der
Zelle darauf werden durch BBI quasi vorweggenommen und die Zelle wird so
auf eine nachfolgende Bestrahlung vorbereitet. Die so frihzeitig exprimierten
Genprodukte vermitteln dann die radioprotektive Wirkung des BBI, indem die
Zelle z.B. Reparaturvorgange schneller oder effektiver gestalten kann. Dadurch
konnte es der Zelle moglich sein, in einer groBeren Anzahl eine nachfolgende
Bestrahlung zu Uberleben.

Da der Weg vom EGF-Rezeptor zum TP53-Protein Uber die
Signaltransduktionskaskade der SAPK flihren kann (Fuchs et al., 1998) und
ebenfalls Hinweise darauf bestehen, dass eine Aktivierung der SAPK in
Zusammenhang mit Zell-Uberleben bei UV-Bestrahlung steht (Devary et al.,
1992), wurde der Frage nachgegangen, ob BBI ebenfalls in der Lage ist, die
SAPK zu modulieren.

Eine SAPK-Aktivierung findet erfahrungsgemaB relativ zeithah zu dem
Auftreffen des zellularen Stimulus statt. So zeigt sich eine SAPK-Aktivierung in
Keratinocyten bereits nach 1 Minute mit einem Maximum nach 10 Minuten nach
UVB-Bestrahlung (Ramaswamy et al, 1998). Auch die hier gezeigten
Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine SAPK-Aktivierung in Fibroblasten
bereits in den ersten 15 Minuten nach Bestrahlung auftritt (Abb. 7).
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Da eine 30-mindtige Inkubation mit BBl bereits zu einer deutlichen
EGF-Rezeptor-Phosphorylierung fihrt und eine SAPK Aktivierung im Anschluss
daran zu erwarten ist, wurde fur eine BBI-Prainkubation daher
Inkubationszeiten von 10 bis maximal 30 Minuten gewahlt.

In den durchgefuhrten Untersuchungen konnte jedoch in den ersten 30 Minuten
nach BBI-Prainkubation eine der EGF-Rezeptor-Phosphorylierung folgende
SAPK-Aktivierung nicht gesehen werden (Abb. 14, Abb. 16 und Abb. 18). Im
untersuchten Zeitraum ist also eine SAPK Aktivierung durch BBI nicht

nachweisbar.

Bereits an UV-bestrahlten Fibroblasten konnte festgestellt werden, dass die
SAPK-Kaskade vielseitig beeinflussbar ist. Es gibt Hinweise daflir, dass selbst
bekannte Stimuli wie UV-Strahlung unter manchen Bedingungen nur zu einer
schwach nachweisbaren SAPK-Aktivierung flihren (Dhanwada et al., 1995;
Ramaswamy et al., 1998; Pfarr et al., 1994; Lallemand et al., 1998). So zeigt
sich bei Zellkonfluenz eine Abschwachung der SAPK-Aktivierung (Lallemand et
al., 1998) und auch das Alter der Zellen kann Einfluss nehmen (Adler et
al.,1996¢). Bezlglich der Nachweismethode ist auBerdem zu bericksichtigen,
dass der Zustand der phosphorylierten, d. h. der aktiven Form der SAPK relativ
instabil ist. Sie kann durch im Zellextrakt noch vorhandene Phosphatasen
abgebaut werden, so dass nur kleinere Mengen der aktivierten SAPK dem
Nachweis zur Verfugung stehen und der Nachweis daflr nicht ausreichend
sensitiv ist. An dieser Stelle muss auBerdem bedacht werden, dass eine kurze
Serumstavation, wie sie von vielen anderen Arbeitsgruppen angewandt wird,
eventuell eine Steigerung der Phosphorylierung erbracht héatte, aufgrund der

unphysiologischen Methode aber darauf verzichtet wurde.

Es ist nun also mdglich, dass die Dichte des Zellrasens, das Alter der Zellen
und die Methodik zu einer Abschwachung bzw. zu einem unzureichenden
Nachweis einer moglicherweise durch BBI hervorgerufenen SAPK-Aktivierung

gefthrt hat.
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Demgegenuber ist allerdings anzufuhren, dass der radioprotektive Effekt des
BBI bei eben diesen Bedingungen nachweisbar ist (Abb. 5). Sollte also eine
frihzeitige  Aktivierung der SAPK fir den radioprotektiven  Effekt
ausschlaggebend sein, wéare zu erwarten, dass diese auch bei den
bestehenden Bedingungen signifikant nachzuweisen  ware. Die
Untersuchungen mit dem SAPK-Aktivator Anisomycin sprechen ebenfalls nicht
dafdr, dass eine frihzeitige SAPK-Aktivierung mit dem radioprotektiven Effekt

des BBl in Zusammenhang steht.

BBl muss also anderweitig Einfluss auf die Signaltransduktion nehmen. Fest
steht, dass BBl den EGF-Rezeptor der Zelle beeinflusst. Die
Signaltransduktionskaskade downstream des EGF-Rezeptors ist jedoch
komplex.

Es zeigt sich, dass die Kaskade der MAPK eine der zentralen Elemente der
Signaltransduktionswege der Zelle darstellt, die zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren im Zellkern fuhrt (Marshall 1994). Die Anzahl der an den
MAPK-Kaskaden beteiligten Kinasen ist allerdings groB. Bisher sind alleine 20
solcher Kinasen in Saugerzellen identifiziert worden (Elion 1998). Diese
Kinasen bieten vielfach Mdoglichkeiten zu ,crosstalk zwischen den
Signalkaskaden (Marshall et al. 1994; Herskowitz 1995). Das heiBt, externe
Signale nutzen bis zu einem gewissen Punkt gemeinsame Kinasen und kénnen
dann in voneinander unabhangige spezifische Richtungen weitergeleitet
werden. Vor allem auf der Ebene der MAPKKK ist dies zu beobachten
(Feuerstein et al., 2000). Beispielhaft kann hier die MEKK1 genannt werden:
Neben der Phosphorylierung der ERK1/2 Uber die Kaskade Ras-Raf-1-MEK
(Geilen et al.,, 1995) ist ein von Raf-1 unabhangiger Weg zur ERK1/2
Aktivierung Uber MEKK1 mdglich (Roberts 1992). Durch diese Kinase kann
ebenfalls die SAPK-Kaskade aktiviert werden (Minden et al., 1994; Yan et al.,
1994). Welche weiteren Verknipfungen noch zwischen MAPK Kaskaden
existieren, ist noch nicht vollstandig bekannt. So ist es im vorliegenden Fall
denkbar, dass es auf dem Weg von der durch BBI hervorgerufenen Aktivierung
des EGF-Rezeptors zum TP53-Protein vor der Phosphorylierung der SAPK
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noch zu einem Abzweigen des Signals kommt. Dies kénnte ebenfalls auf der

Ebene des MEKK1 oder einer weiteren noch unbekannten Kinase geschehen.

Auch auf der Ebene des Ras kann es zum Abzweigen eines externen Signals
kommen, denn die Signaltransduktionskaskade der MAPK und dabei vor allem
die der SAPK ist nur ein Beispiel fir einen biologischen Prozess, an dem das
Ras als molekularer Schalter beteiligt ist. Durch Ras werden eine Vielzahl von
Signaltransduktionskaskaden gesteuert. In  S&ugerzellen sind alleine
mindestens 4 verschiedene Ras-Genprodukte bekannt, die unterschiedliche
Funktionen besitzen (Krauss 1997). Dabei ist das Bild der mit Ras in
Zusammenhang stehenden  Signaltransduktionskaskaden bisher noch
unvollstandig, und es kann davon ausgegangen werden, dass einige parallel
verlaufende Kaskaden existieren, die wiederum auf unterschiedlichsten Ebenen
untereinander vernetzt sein kénnen. Nach Aktivierung des EGF-Rezeptors
durch BBI kénnte also auch ein von den MAPK unabhangiger Weg

eingeschlagen werden.

Interessanterweise zeigt sich aber auch, dass es in der strahleninduzierten
Signaltransduktion (UVB) Mdoglichkeiten gibt, dass bereits vor Aktivierung des
Ras, ausgehend vom EGF-Rezeptor, noch andere Signalwege eingeschlagen
werden. Z. B. kénnen auf der Ebene des Shc, einem zytoplasmatischen ,Signal
tranducer®, der an der Weiterleitung von mitogenen Signalen vom Rezeptor zu
Ras beteiligt ist (Pelicci et al., 1992), von den MAPK-Kaskaden unabhangige
stressinduzierte Kaskaden aktiviert werden (Migliaccio et al. 1997). Es gibt
Hinweise darauf, dass eine Splice-Variante des Shc nicht an einer Ras-
Aktivierung durch UV-Strahlung beteiligt ist, sondern anderweitig in die
UVB-Antwort der Zelle eingebunden ist (Migliaccio et al. 1999). Somit eréffnet
sich ein weiterer dem EGF-Rezeptor folgender und von den SAPK
unabhangiger Signalweg der UV-Antwort, in den das BBl mdglicherweise

einzugreifen vermag.
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Letztlich kénnten noch die weiteren von BBl beeinflussten und vom
EGF-Rezeptor unabhangigen, strahleninduzierten PTK-Rezeptoren und ihre
folgende Signaltransduktion betrachtet werden.

Auffallig ist an dieser Stelle ein weiteres Ergebnis der durchgefihrten
Untersuchungen. Neben den mit dem Antikérper gesuchten Banden der SAPK
ist eine weitere Bande zu erkennen, die eine deutliche Kinetik aufzeigt (Abb. 7,
14, 16 und 18, unterste Bande). Da fir den verwendeten Antikorper
beschrieben ist, dass er neben der SAPK auch gréBere Mengen an ERK
detektiert (New England Biolabs, Data Card #9251S), ist anzunehmen, dass es
sich bei der weiteren Bande um ERK handelt. Fir diese Bande zeigt sich eine
klare Induktion durch BBI bereits 5 Minuten nach Behandlung (Abb. 14).

Diesbezliglich sind Ergebnisse interessant, die eine Aktivierung der ERK’s
durch UV-Strahlung Uber den EGF-Rezeptor beschreiben (Kitagawa et al.,
2001). Es zeigt sich, dass eine Src-abhangige EGF-Rezeptorphosphorylierung
durch UV-Strahlung zu einer schnellen Aktivierung der ERK's flhrt, was
wiederum mit einem erhdhten Zelliberleben in Zusammenhang steht. Die
SAPK sind dabei nur partiell von dieser EGF-Rezeptoraktivierung betroffen. Die
hier gezeigten Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass durch BBI eine sehr
schnelle Aktivierung der ERK’s stattfindet. Die zeitliche Kinetik mit der raschen
Aktivierung stimmt mit den bereits bekannten Verlaufen der ERK nach UV-
Bestrahlung bzw. EGF-Stimulierung Uberein (Kitagawa et al., 2001). Es ist also
moglich, dass BBI dhnlich wie eine UV-Bestrahlung eine Aktivierung der ERK's
bewirkt, die dann zu Uberlebens- oder Reparaturvorgangen fiihrt, die der Zelle
bei einer tatsachlichen Bestrahlung eine erhdhte Uberlebensfahigkeit

entsprechend dem BBI-Effekt verleiht.
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Zusammenfassend ist festzuhalten, dass eine SAPK-Aktivierung nicht der
wesentliche Faktor der radiosensitiven Wirkung des BBI sein kann. Vielmehr

gibt es Hinweise darauf, dass an eine Mitwirkung der ERK’s zu denken ist.

Bisherige Ergebnisse und weitere mdgliche Angriffspunkte des BBI kdnnen

folgendermaBen schematisch dargestellt werden:

y
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MAPKKK Raf

MAPKK MEK1/2 [¢——

MAPK —PEW 2
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Abb. 20: schematische Darstellung von Teilen der MAPK Kaskade

5.7 Schlussfolgerung

Trotz Kenntnis einiger Zusammenhange innerhalb der Signaltransduktion der
Zelle, die von BBI beeinflusst werden, konnte die vorliegende Arbeit den
genauen zelluldren Mechanismus der radioprotektiven Wirkung des BBI nicht
vollstandig aufklaren. Es steht fest, dass es eine Vielzahl von Wegen gibt, Uber

die ein Signal eine Zellantwort bedingen kann. Viele dieser Wege verlaufen
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parallel oder sind untereinander verbunden. Wo genau BBI in diese Wege
einzugreifen vermag, bleibt jedoch weiterhin unsicher. Bezogen auf die
Wirkungsweise des BBI lasst sich jedoch sagen, dass eine Beteiligung
beziehungsweise ein Eingreifen der Substanz in die strahleninduzierte
Signaltransduktion sehr wahrscheinlich ist, da diesbezliglich viele Hinweise
existieren. Wulrde durch weitere Forschung der Mechanismus, der der
strahlenprotektiven Wirkung zugrunde liegt, identifiziert werden, kdnnte ein
Beitrag zur Aufklarung der molekularen Mechanismen von zellularer
Radioprotektion geleistet werden. Ebenfalls ware nach weiterer Prifung der
Vertraglichkeit und Nebenwirkungen in der experimentellen Strahlentherapie ein
unterstitzender Einsatz dieser Substanz in der onkologischen Strahlentherapie
denkbar. Daher ist es sicherlich empfehlenswert, auf diesem Gebiet weitere
Forschungen zu tatigen.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die strahlenprotektive Wirkung des
Bowman-Birk Protease Inhibitors mit der Modulation bestimmter durch
Strahlung induzierbarer Signaltransduktionskaskaden in Zusammenhang steht.
Dazu wurden klonogene Assays und molekulare Untersuchungen auf
Proteinebene mittels Western Blots an normalen humanen Hautfibroblasten
durchgeflhrt.

Betrachtet wurde zunachst die Kaskade der ,stress activated protein kinase*
(SAPK), einem Mitglied der MAPK-Kaskade. Die Untersuchungen zeigten, dass
die Inkubation der Hautfibroblasten mit BBI nicht zu einer Beeinflussung der
SAPK-Kaskade fuhrt. Auch eine Aktivierung der SAPK durch den spezifischen
Aktivator Anisomycin vor einer UVB-Bestrahlung zur eventuelle Simulierung des
BBI-Effekis zeigte keinen strahlenprotektiven Effekt. Beide Ergebnisse geben
Hinweise darauf, dass die molekulare Wirkungsweise des BBI nicht auf einer
frihzeitigen Aktivierung der SAPK beruht.

Es zeigte sich jedoch die Beeinflussung einer anderen Kinase innerhalb der
MAPK-Kaskade durch BBI. Bereits nach kurzer Inkubation der Fibroblasten mit
BBI konnte eine Aktivierung der ERK’s gesehen werden. Diese Beobachtung
stitzt die These, dass BBI die zellulare Signaltransduktion insofern modulieren
kann, als dass Kinasen durch BBI aktiviert werden, die an einem erhdhten
Zelliberleben nach Bestrahlung beteiligt sind. So kdnnten bereits vor einer
Bestrahlung Mechanismen in der Zelle in Gang gesetzt werden, die zu einem
strahlenprotektiven Effekt von BBI flhren.
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Abklrzungen

8 Abkurzungen

Ani
AP
APS
BBI
BSA
CSPD

DMEM
DMSO
DNA
DTT
EDTA
EGF
EGFR
ELISA
ERK
FCS
Fos

g
Gadd45
Gy

h

HSF
JNK
Jun
KD
Lsg.

mA
MAPK

Anisomycin

alkalische Phosphatase

Ammoniumpersulfat

Bowman-Birk Protease Inhibitor
Rinderserumalbumin
Disodium3-(4-methoxyspiro(1,2-dioxetane-3,3"-(5 -
chloro)tricyclodecan)-4-yl)phenylphosphat
Dulbecos modified Eagels Medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleinsaure

DL-Dithiothreitol

Ethylendinitrilotetraessigsaure

Epidermal Growth Factor

Epidermal Growth Factor Rezeptor

Enzyme linked immunosorbent assay
extracellular-signal-regulated kinase

Foetales Kalberserum

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

growth arrest and DANN damage inducible protein 45 kDa

Gray

Stunde

humane Hautfibroblasten

c-jun N-terminale kinase

Abk. vom japanischen ,ju-nana“=17; Onkogen
Kilodalton

Lésung

molar

Milliampere

mitogen aktivated protein kinase
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Abklrzungen

MAPKK
MEK
min

mi
Myc
nm
PAGE
PBS
PMSF
PTK
RPTK
RT

SAPK
SDS
SF

src
SRF
TEMED
TP53
Tris

uv

mitogen aktivated protein kinase kinase
MAPK/ERK kinase

Minute

Milliliter

myelocytomatosis oncogene
nanometer
Polyacryamid-Gelelektrophorese
Phosphatgepufferte Salzlésung
Phenylmethylsulfonylfluorid
Tyrosinkinase
Rezeptortyrosinkinase
Raumtemperatur

Sekunden

stress activated protein kinase
Na-Dodecylsulfat

survival fraction

Rous sarcoma virus; Onkogen
serum responsive factor
N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin
tumor suppressor protein 53 kDa
Tris(hydroximethyl)aminomethan
ultraviolettes Licht

Volt
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