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Zusammenfassung:

In der vorliegenden Arbeit wurden kausale Zusammenhdnge
zwischen Chromosomenschaden, Blockierung der Zellen in der
G2-Phase und Zellinaktivierung nach Alphabestrahlung aufge-
zeigt.

Exponentfe11 wachsende Sdugetierzellen wurden mit 3,4 MeV
Alphateilchen bestrahlt. Obwohl das Chromatin der G2-blokier-
ten Zellen durch die Alphabestrahlung stark geschddigt ist,
konnen die Zellen ihr Chromatin nach Fusion mit mitotischen
Zellen kondensieren. Das ermdglichte die Erkennung von
Chromosomenschdaden an Interphase-G2 Zellen mittels der
PCC-Technik. Zusdtzlich zu den tiblichen Chromosomenschdden
(Briiche, Gaps, dizentfﬁsche Chromosomen und Austauschfiguren)
zeigten einzelne Chromosomen charakteristische dekondensierte
Bereiche., Alle Chromosomenschdden wurden wahrend der G2-Blok-
kierung repariert., Dies konnte durch 3H—Thymidin Einbau an
den Schadstellen (Reparatursynthese) und durch zunehmende
Kondensation urspriinglich dekondensierter Bereiche nachge-

wiesen werden,

AuBerdem wurde mithilfe der zweidimensionalen Gelelektropho-
rese gezeigt, daB wdhrend der G2-Blockierung die Synthese-
rate von zwei 35S—Methiom‘n markierten Zellproteinen stimu-
liert wurde,

Alle Befunde dieser Arbeit unterstiitzen die Vorstellung, daB
die strahleninduzierte Blockierung von Saugetierzellen in der
G2-Phase durch Chromosomenschaden verursacht wird. Solche
Schaden verhindern die normale Kondensation fiir die Einleitung

der Zellteilung.



Alpha radiation-induced alterations of the proliferation
kinetics, chromatin structure and gene expression in
mammalian cells

Abstract:

In the present work a causal relationship between chromosomal
damage, arrest in G2 and cell inactivation has been described
for irradiated mammalian cells.

Exponentially growing mammalian cells were exposed to 3.4 MeV
alpha particles. The chromatin of cells arrested in G2 by
alpha irradiation was severely damaged, though all cells were
still capable to condensate their chromatin after fusion with
mitotic cells., In addition to the common types of aberrations
(breaks, gaps, dicentrics and exchanges) cells were found
possessing one or more chromosomes with long stretches of
undercondensed chromatin. Repair of these lesions was indicated
by site specific unscheduled DNA synthesis and by the
observation that condensation of these regions improved during
G2 arrest.

Furthermore, during G2 arrest the synthesis of two cellular
proteins was stimulated., This was studied by two-dimensional
gel electrophoresis of 3SS-methiom'ne Tabeled cellular
proteins,

A11 these findings provided evidence that radiation-induced
G2 arrest is caused by chromatin damage, which prevents
regular chromosome condensation for mitosis.
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A. EINLEITUNG

Seit Entdeckung der Rontgenstrahlen (1895) haben Wissenschaft-
ler versucht, die Mechanismen der nlitzlichen (z.B., Tumorbe-
kdmpfung, Diagnostik) und schadlichen (z.B. Strahlentod, Muta-
tion) Wirkungen ionisierender Strahlung auf biologische

Systeme aufzukldren. Trotz mannigfaltiger Ansdtze herrscht

bis heute noch keine Klarheit dariliber, wie es zur Zellinakti-
vierung durch ionisierende Strahlung kommt. Wir kdnnen aller-
dings von .wahrscheinlichen Mechanismen sprechen, wobei mog-
lTicherweise strahleninduzierte Zellzyklusverdnderungen und
Chromosomenaberrationen, die dem Zelltod vorausgehen, im Zusam-

menhang mit der Zellinaktivierung stehen.

Selektive Bestrahlung einzelner Zellbestandteile, wie sie Burki
und Okada (1968) durch Inkorporation von radioaktiven DNA-,
RNA- und Proteinbausteinen, von Munro (1970) durch Bestrahlung
mit Alphateilchen definierter Reichweite und Warters und Hofer
(1977) durch Inkorporation von radioaktivem 125Jod in das
Zytoplasma oder den Zellkern durchgefiihrt haben, hat Hinweise
geliefert, daB die strahlenempfindliche Struktur (Target) fir
die Zellinaktivierung im Zellkern lokalisiert ist. Das Chroma-
tin, mit der DNA als groRtem Molekiil des Zellkerns und als
Trdger der genetischen Information, gilt daher als empfind-
lTichstes Target fir die Strahlenschdadigung. Fiir die Target-
funktion des Chromatins sprechen auch strahleninduzierte Chro-
mosomenaberrationen, die durch primdre Schadigung der DNA
zustande kommen. Da Zellzyklusverdnderungen schon nach sehr
niederen Strahlendosen, wie 0,03 Gy Alphateilchen, auftreten
(Licke-Huhle, 1982), ist zu vermuten, daB auch dieser Strah-
Tenwirkung die Schddigung einer groBen zelluldren Struktur,
wie es das Chromatin darstellt, zugrunde liegt.

Die Vorstellung, daB alle drei Strahlenwirkungen auf der
Schdadigung der gleichen zelluldren Struktur beruhen, findet
Unterstiitzung durch die Befunde von Skarsgard (1967), der
Ubereinstimmung der relativen biologischen Effektivitdat (RBE)
von Strahlung unterschiedlicher Ionisierungsdichte fir die




Zellinaktivierung, Chromosomenaberrationen und Zellzyklusver-
dnderungen (Teilungsverzogerung) fand.

Bei der Induktion der Zellzyklusverdanderungen gibt es quali-
tative Unterschiede in Abhdngigkeit von der Ionisierungsdichte
der verwendeten Strahlung. Die Dauer des Zellzyklus, erstmals
von Howard und Pelc (1953) in verschiedene Phasen (Gl, S, G2
und M) eingeteilt, wird von locker-ionisierender Strahlung
(Rontgenstrahlen, 60C0—Gammastrah1en) durch Verzogerung so-
wohl in der S- als auch in der G2-Phase verdndert (Terasima
und Tolmach, 1963b;Puck und Steffen, 1963; Walters und Enger,
1976). Dicht-ionisierende Strahlung (Alphateilchen, Peak-
pionen, beschleunigte Ionen) dagegen induziert nahezu aus-
schlieBlich Verzogerungen in der G2-Phase (Llicke-Huhle et al.,
1979; Schlag und Liicke-Huhle, 1981). Diese Unterschiede sind
vermutlich dadurch bedingt, daB dicht-ionisierende Strahlung
aufgrund hoherer Energieabgabe pro Absorptionsereignis ver-
mehrt DNA-Doppelstrangbriiche induziert, wahrend locker-ioni-
sierende Strahlung ein breiteres Schadensspektrum mit Einzel-
strangbriichen, Doppelstrangbriichen und Basenschdden aufweist.

Dicht-ionisierende Strahlung eignet sich aufgrund des ein-
heitlicheren Schadenstyps und der hohen Effektivitdt besonders
gut, um die Zusammenhdnge der Strahlenwirkungen zu untersuchen.
Genaue Kenntnis dieser Ursache-Wirkungskette erfordert die Er-
forschung weiterer molekularer Vorgdnge in den Zellen. In der
vorliegenden Arbeit werden unter Verwendung von Alphastrahlung
zwei testbare Hypothesen gepriift:

1) Strahleninduzierte Strukturverdanderungen des Chromatins
sind die Ursache flir Verzdogerungen des Zellzyklus
(G2-Blockierung), die mit Reparaturvorgdngen gekoppelt

sind,

2) Die Strukturverdnderungen des Chromatins filhren zu Verdan-

derungen der Genexpression.

Um die beiden Hypothesen zu testen, werden Zellzyklusverdnde-

rungen von Zellpopulationen in verschiedenen Wachstumstadien

nach Bestrahlung mit 241Americium-A1phatei]chen untersucht.




Die G2-Blockierung wird mit Hilfe der Zytofluorometrie (mit
groBer statistischer Genauigkeit) und einer zytogenetischen
Methode, der fusionsinduzierten vorzeitigen Chromosomenkon-
densation (PCC-Technik) nachgewiesen. Letztere ermdglicht das
Sichtbarmachen von G2-Chromatin und damit Untersuchungen von
Aberrationen und deren Verdanderungen wahrend der G2-Blockie-
rung. Ferner wird die Beeinflussung des geschadigten Chroma-
tins durch Coffein getestet, dessen Wirkung in der kinstlichen
Verklirzung der G2-Blockierung liegt.

Mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektrophorese werden
Verdnderungen der Sytheserate zelluldrer Proteine wdahrend

des strahleninduzierten G2-Blocks untersucht. Die Relevanz
der Veranderungen fiir die Blockierung des Zellzyklus wird
durch Vergleich mit Einflissen anderer proliferationsblockie-

render Agenzien geprift.




B. MATERIAL UND METHODEN

1, Zellinien

1.1 V 79 Zellen

Flir die meisten Experimente wurden V 79 Zellen, eine etablier-
te Zellinie des Chinesischen Hamsters (Cricetulus griseus)
verwendet., Sie entstammt dem Lungengewebe eines weiblichen
Hamsters und wurde erstmals von Denys Ford als V Zellen in
Kultur genommen. Seit 1958.wurden diese Zellen von Elkind und
Sutton als V 79 weiterkultiviert, seit 1973 auch in unserem
Labor. Die Zellen weisen einen quasidiploiden Chromosomensatz
von 22 Chromosomen auf,

V 79 purl ist eine Mutante der V 79 Zellen, mit einem Defekt
in der 'de novo' Purinbiosynthese, und zwar im Phosphoribosyl-
pyrophosphat-Amidotransferase Schritt. Diese Zellinie kann
daher nur wachsen, wenn externes Purin (z.B. Adenin, Thymidin
oder Hypoxanthin) mit dem Medium zugeflihrt wird. Die Mutante
wurde von Dr. E.H.Y. Chu (Chu et al., 1972) isoliert und unse-
rem Labor von Dr. M.W. Taylor, Indiana University, Bloomington

iberlassen.

1.3 L 929 Zellen

Die verwendeten L 929 Zellen stammen von Dr. H-P. Beck,
Hamburg. Es handelt sich um einen Klon der NCTC Zellen
(American Type Culture Collection, Kat.Nr., CCL1), die aus

einer mannlichen C3H/An-Maus stammen. Sie wachsen fibroblasten-
dhnlich und haben durchschnittlich 65 Chromosomen.

2. Ze]1zUchtung

V 79 Zellen wurden in Eagle's Minimum Essential Medium
(Gibco: mit Earle's Salzen) mit 15 % fotalem Kdlberserum
(Gibco) und 0,1 mg/ml Bykomycin (Byk Gulden) geziichtet.




Zur Zichtung von V 79 purl Zellen wurde HAM's F 12 Nutrient
Mixture (Gibco) mit 5 % fotalem Kdlberserum, 100 U/ml Peni-
cillin und 100 ug/ml Streptomycin verwendet. Fiir Experimente,
bei denen die Proliferation gestoppt werden sollte, wurde HAM's
F12 Medium durch Minimum Essential Alpha und 5 % dialysiertem
fotalem Kdlberserum ersetzt.

L 929 Zellen wuchsen in Eagle's MEM mit Earle's Salizen unter
Zusatz von 5 % fotaiem Kdlberserum und 100 U/ml1 Penicillin

und 100 ug/ml Streptomycin.

Flir die Stammkulturen wurden Plastik-EinweggefdafRe der Firma
Falcon verwendet. Die Zellen wuchsen als Einschichtkulturen
(Monolayer) am Boden der KulturgefaBe in Brutschréanken bei
einer Temperatur von 37°C. Zur Konstanthaltung des optimalen
pH-Werts von 7,2 - 7,4 wurden die Brutschranke mit einem Ge-
misch aus 95 % Luft und 5 % COZ begast. '

Die Subkultivierung erfolgte 2-3 mal pro Woche je nach Zellinie.
Hierzu wurden die Zellen nach Entfernen des Kulturmediums
mittels 0,05 %iger Trypsinidosung (5-10 min bei 370C) vom GefdpR-
boden abgeldst, durch Pipettieren vereinzelt, mittels eines
Coulter Counters (Coulter) gezdhlt und in neue Kulturflaschen
mit einer Dichte von 5-10 x 103 ZeHen/cm2 Uberimpft.

2.3.1 Mitotische Selektion durch Abschiitteln

Wahrend der Mitose ist der Zellkontakt von Monolayerkulturen

zu den Nachbarzellen und zum Boden der Kulturgefdfe weitgehend
gelockert, so daB mitotische Zellen durch leichtes Schiitteln
abgeldst werden kdnnen (Terasima und Tolmach, 1961, 1963a).

V 79 Zellen wurden mit einer Dichte von 2 X 104 Zeﬂen/cm2 in 75 cm
Einweggefdfe (Falcon) iberimpft und 24 Stunden wachsen gelassen,
Von diesen Kulturen wurden die mitotischen Zellen abgeschiittelt,
das Medium mit den Mitosen abgegossen, durch neues, kondi-
tioniertes Medium ersetzt und der Abschilittelvorgang mehrmals
alle 20 min wiederholt. Das abgegossene Medium mit den mito-
tischen Zellen wurde 10 min bei 1500 Upm zentrifugiert qnd das

2




Zellpellet bei 0°C in Eiswasser aufbewahrt bis genligend Zellen
gesammelt waren, Nach Transferieren der abgeschiittelten Zellen
in neue KulturgefdBe mit vorgewdrmtem Medium wuchsen die Zellen
synchron weiter,

2.3.2 Synchronisierung durch Serumentzug

L&Bt man proliferierende Zellkulturen durch Serumentzug hungern,
stellen sie jhr Wachstum ein und sammeln sich in der Gl- bzw.
Go-Phase des Zellzyklus an (Todaro et al., 1965). V 79 bzw.

L 929 Zellen wurden bis zum Dichteplateau in normalem Kultur-
medium wachsen gelassen. AnschlieBend wurde das Medium entfernt,
die Zellmonolayer 2-3 mal mit serumfreiem Medium gewaschen und
dann in Medium ohne Serum bei den iUblichen Kulturbedingungen
inkubiert. Wdahrend der 3-5 tdgigen (V 79) bzw. 8-10 tdgigen

(L 929) Inkubation wurde taglich das Medium gewechselt. Die so
synchronisierten Zellen wurden abtrypsiniert und in neue Kultur-
gefdBe iliberimpft.

Diese Methode hatte gegeniiber der Abschiittelmethode den Vorteil,
hohe Zellzahlen zu ergeben. Beziiglich des synchronen Weiter-
wachsens der Zellen war sie jedoch unterlegen.

3. Methodik und Durchfiilhrung der Experimente

3.1.1 Alphabestrahlung

Bestrahlungsquelle:

Die kreisformige Alphaquelle besitzt einen Durchmesser von
85 mm und wurde von der Firma Amersham/Buchler hergestellt.

241Americium ist in eine Silbermatrix einge-

Das radioaktive
bettet und zur Verhinderung des Austretens von radioaktivem
Material mit einer 2 um dicken Gold-Palladium Folie abgedeckt.
Die spezifische Aktivitdt betrdgt nach Herstellerangabe

4,6 uCi/cmz. Die Gold-Palladium Folie reduziert die urspriing-

liche Energie der Alphapartikel von 5,4 MeV auf 4,05 MeV.




BestrahlungsgefdBe:

Alphabestrahlung von Monolayerkulturen wurde in speziellen
Petrischalen durchgefiihrt, da die emittierten Alphapartikel
nur eine begrenzte Reichweite hatten.

Diese Schalen bestanden aus einem Glasring von 50 mm Durch-
messer und einer 6 um dicken Melinex Folie (Polydthylen-
terephthalat) als Boden, die mit Hilfe von Araldit (Ciba),
einem Polymerisationskleber, mit dem Glasring verbunden wurde,
Durch 4-stiindiges Erhitzen im HeiBluftsterilisator auf

150°C erhielt man absolut plane Folienbtden und zudem sterile
Ge fibe. |

Bestrahlungsanordnung und Dosimetrie:

Die Bestrahlungsapparatur (Abbildung 1) garantierte einen
konstanten Abstand von 1 mm zwischen Quelle und ProbengefdfB.
Die emittierten Alphapartikel hatten nach Durchdringen der
Gold-Palladium Folie (2 um),der Luft (1 mm) und der Melinex Folie
(6 um) an der Zellunterseite eine verbleibende Energie voh
durchschnittlich 3,3 MeV (Energieverteilung: 77 % zwischen
3,05 und 3,4 MeV). Diese Energie entspricht einem mittleren
LET (Linearer Energie Transfer) von 120 keV/um, woraus eine
Reichweite der Alphapartikel von ca. 18 um in Gewebe errechnet
werden kann, Die auf der Melinex Folie wachsenden Zellmonolayer
wiesen nach mikroskopischen Messungen eine Schichtdicke von
4-6 um auf. Damit war eine vollstdndige Bestrahlung der Zellen
mittels Alphateilchen gewdhrleistet. Die Dosisleistung in der
Zellmitte (ca. 2,5 um hinter der Melinex Folie) betrug 0,35
Gy/min, Durch Rotieren der Strahlenquelle wurde eine gleich-

maBige Dosisverteilung gewdhrleistet.

Bestrahlungsbedingungen:

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte bei einer Zelldichte von
4-5 X 104/cm2. Fiir Oberlebensexperimente erfolgte die Bestrah-
lung bei Raumtemperatur, fiir proliferationskinetische Unter-

suchungen im Warmeraum bei 37°¢C.




3.1.2 Gammabestrahlung

Bestrahlungsquelle:

60Co—GammaqueHe

Gammabestrahlung der Zellen wurde mit einer
(Atomic Energy of Canada Ltd., Gammacell 200) durchgefiihrt,
deren Dosisleistung, gemessen mit einer Eisen(II)sulfat-Losung

nach der Methode von Fricke, 1,5 Gy/min betrug.

Bestrahlungsbedingungen:

Die Zellen wurden als Monolayer bei einer Zelldichte von 4-5 x
104/cm2 in 20 cm2 Plastikpetrischalen (Falcon) bei Raumtempe-
ratur bestrahlt,

Die Uberlebensfdahigkeit von bestrahlten Zellen wurde mittels
des Koloniebildungstests nach Puck et al. (1956) bestimmt,

Als Uberleben wurde die Fdahigkeit einer Einzelzelle gewertet,
innerhalb 1-2 Wochen (abhdngig von der Generationszeit) eine
Kolonie von mindestens 50 Zellen zu bilden,

Flir den Test wurden die bestrahlten Zellen mittels Trypsin von
der Grundfldche abgeldst und in entsprechenden Verdiinnungen in
Petrischalen iiberimpft,so daB ca. 100 Kolonien pro Petrischale

zu erwarten waren. Nach 1-2 wodchiger Inkubation bei 37°C wurden
die Kolonien mit Hank's BSS (Gibco) gewaschen, mit Methanol und
Athanol fixiert, mit 0,5 %iger Kristallviolettlosung gefdrbt
und gezahlt.

Unbehandelte V 79 Zellen hatten unter diesen Bedingungen eine
"Plating Efficiency" (PE) von Uber 90 %.

L 929 Zellen muBten zur Erreichung vergleichbarer PE-Werte

(85 %) mit 4 x 104 Feederzellen pro Petrischale kokultiviert
werden, Feederzellen wurden durch 60Co—GammabestraMung (36 Gy)
von trypsinierten L-Zellen in Suspension prapariert (Puck et
al., 1956),

Die Uberlebensrate (N/No) wurde folgendermaBen berechnet:

(N/N_) = Anzahl der Kolonien (G)
o/ ~ Uberimpfte ZelTen (U) x (PE/T100)




Um statistisch gesicherte Dosis-Effekt-Kurven zu erhalten,
wurden die Oberlebensraten flir 7-10 Dosen in mindestens drei
unabhdngigen Experimenten bestimmt und die Standardfehler der
Mittelwerte nach SE = / z(xl—i)z/n(n—ls berechnet.

Bestrahlung von Sdugetierzellen mit ionisierender Strahlung
flihrt zu Anderungen in der Proliferationskinetik, die mit ver-
schiedenen Methoden meBbar sind.

3.3.1 FluBzytometrie

Die FluBzytometrie erlaubt durch Messung des zelluldren DNA-
Gehalts den Anteil der Zellen in Gl, S und G2+M zu bestimmen,
Als MeBinstrument diente der "Cytofluorograph" (Modell 4801,
Bio Physics).

Zur fluBzytometrischen Analyse wurden die Zellen mit Trypsin-
EDTA-LGsung (0,25 % Trypsin, 0,05 % EDTA) abgeldst, mit Saline-
GM gewaschen und iiber Nacht in 70 %igem Athanol bei 4°¢
fixiert. Nach wiederholtem Waschen wurde 1 Stunde bei 37°C
mit 0,1 %iger RNAse-Losung ( Roth ) inkubiert, die Zellen
erneut gewaschen und 45 min bei 30°C mit Ethidiumbromid

(0,01 mg/ml1) gefdrbt. Unter diesen Bedingungen ist die Menge
des gebundenen Farbstoffs dem DNA-Gehalt der Zelle proportio-
nal (Le Pecq und Paoletti, 1967).

Die spezifisch angefirbte DNA der Zellen in Suspension wurde
zur Fluoreszenz angeregt und deren Emission bei 510 nm nach
Verstdrkung durch einen Photomultiplier gemessen. Von einem
Vielkanalanalysator wurden die unterschiedlichen Fluoreszenz-
impulse entsprechend ihrer Amplitude auf 100 Kandle verteilt,
Nach Abschluf der Messung von jeweils 30 000 Zellen wurden
die Speicherinhalte als Histogramme (Zellzahl gegen Fluo-
reszenzintehsitét) liber einen Schreiber aufgezeichnet.

Der Prozentsatz der Zellen in den verschiedenen Zellzyklus-
phasen (G1, S und G2+M) wurde mit einem Computerprogramm
nach dem Modell von Baisch et al. (1975) berechnet.




3.3.2 Autoradiographie

Durch Autoradiographie mit Hilfe von radioaktiv markiertem
Thymidin kann der Anteil replizierender Zellen, also S-Phase
Zellen,einer Population bestimmt werden,

Hierzu wurden die Zellen mit 0,5-1 uCi/ml 3H-methy]-Thymidin
(spez. Aktivitdt 41 Ci/mmol, Amersham/Buchler) 15-30 min bei
37% inkubiert, die Zellmonolayer mit Phosphatpuffer gewaschen
und trypsiniert. Nach Fixieren mit Methanol/Eisessig (3:1) wur-
den einige Tropfen der Zellsuspension auf Objekttrdger ge-
tropft und zweimal 15 min in 5 %iger Trichloressigsaure bej

4°¢ inkubiert, um niedermolekulares radioaktives Material zu
entfernen. Nach dem Wdssern und Trocknen der Objekttrdger wurde
eine diinne Schicht Filmemulsion (NTB 2, Kodak) aufgebracht und
2-5 Tage im Dunkeln exponiert. Anschliefend wurde 2 min mit

D 19 Developer (Kodak) entwickelt, 5 min fixiert, 10 min ge-
wdssert und getrocknet. Nach Fdarbung mit 2 %iger GiemsalOsung
wurden jeweils von 1000 Zellen der Anteil markierter Zellen be-

stimmt,

3.3.3 Mitoseindex

Die Mitoseindices wurden zu verschiedenen Zeiten nach Bestrah-
lung bestimnmt,

Die Zellen wurden mit 0,25 %iger Trypsinlosung abgeldst, durch
Pipettieren vereinzelt, in Hank's BSS aufgenommen und unter
Zusatz von 7,5 % DMSO mit Hilfe einer "Cytozentrifuge" auf
Objekttrdger aufgebracht. Nach Fixierung und Farbung mit

2 %iger Giemsaldsung wurde der Anteil der mitotischen Zellen
in jeweils 1000 Zellen bestimmt.

3.3.4 Fusionsinduzierte vorzeitige Chromosomenkondensation

Werden Interphasezellen mit mitotischen Zellen fusioniert,
so wird das Interphasechromatin durch "Induktormolekiile" im
Zytoplasma der mitotischen Zellen vorzeitig kondensiert
(premature chromosome condensation = PCC). Dieses Phdnomen
erlaubt es, Interphasezellen im Lichtmikroskop in Gl, S und
G2 Zellen zu differenzieren (Johnson und Rao, 1970).




Zichtung von Sendai Virus:

Sendai Virus (Parainfluenza Virus Typ 1 oder hemaglutinating
virus of Japan (HVJ), ein RNA-Virus der Paramyxogruppe, wurde
erstmals aus Mdusen isoliert, die mit Lungenmaterial Pneumo-
nitis-erkrankter Neugeborener infiziert waren (Giles und
Ruddle, 1973). Das Virus kann in verschiedenen Zellkulturen
(z.B. HelLa) vermehrt werden, zur Zellfusion wurde es in be-
briiteten Hiihnereiern geziichtet (Sperling und Rao, 1974a).
Befruchtete Hiihnereier (50 - 60 Stiick) wurden 10 Tage 1im
Brutschrank bei 36°C unter 3-4 maligem Wenden pro Tag bebriitet.
Am 5, Bruttag wurden unter der Schierlampe unbefruchtete oder
abgestorbene Eier aussortiert. Am 10. Tag wurde erneut ge-
schiert und danach die Eier mit lebenden Embryonen mit 0,1 ml
Virussuspension (1 HAU/m1 (hemaglutinating unit)) infiziert.
Hierzu wurde iiber dem Luftsack mit einer sterilen Injektions-
nadel ein kleines Loch zur Beliiftung und zum Druckausgleich
gebohrt, Durch ein zweites Loch in der Eischale etwa 2-3 mm
unterhalb der Luftsackbegrenzung in der Ndhe des Embryoauges
wurde dann die Virussuspension in die Chorioallentoishdhle
injiziert., Die infizierten Eier wurden fiir weitere 3 Tage unter
tdglichem Entfernen der abgestorbenen Eier bebriitet. AnschlieBend
wurden die Eier Uber Nacht bei 4°C gelagert, um die Embryonen
abzutoten und Blutungen bei der Virusernte zu vermeiden.

Zur Virusernte wurden die Eier liber dem Luftsack mit einer
sterilen Pinzette aufgebrochen, die freigewordene Chorioallan-
toismembran liber den Rand der 0ffnung gelegt und die Allantois-
fllssigkeit mit einer 10 ml Einwegspritze abgesaugt und gesam-
melt. Nur klare bis leicht getriibte, schwach gelblich erschei-
nende Flissigkeit wurde verwendet und 10 min bei 2000 Upm zen-
trifugiert (Entfernung von Zelltrimmern). Das Virus wurde dann
durch Zentrifugation des Uberstandes (30 min, 30 000 g) sedimen-
tiert und das Pellet in serumfreiem MEM mit Eér]e's Salzen auf-
genommen (1/10 der urspriinglichen Menge der Allantoisfllssig-
keit),

Die Virustiterbestimmung erfolgte mit dieser Suspension.
Frische, mit Phosphatpuffer gewaschene Hiilhnererythrozyten wur-
den auf einer Titrierplatte mit einer Verdinnungsreihe der
Virussuspension filir 30 min beji 4°C inkubiert. AnschlieBend




wurde die Verdiinnung bestimmt, bei der die Erythrozytensuspen-
sion eben noch vollstdndig agglutiniert wurde.

Dem Ergebnis entspréchend wurde die Virussuspension mit serum-
freiem Medium zu einer Endkonzentration von 2000 HAU/ml ver-
diinnt und in Portionen zu 1 ml bei -196°C (fllssiger N2) ein-
gefroren,

Fusionstechnik:

Mitotische Zellen flir die Fusion wurden lber die Abschiittel-
methode (§ 2.3.1) unter Einsatz von Colcemid erhalten. Hierzu
wurden 10-20 T 260 Flaschen (75 cm®, Falcon) mit je 1,56 x 10°
V79 Zellen beimpft, 24 Std. wachsen gelassen, dann fiir 3 Stun-
den mit 0,06 pg/ml Colcemid inkubiert und die Mitosen abge-
schiittelt.

Die zu fusionierenden Interphasezellen wurden 10 min bei 37°¢
trypsiniert (0,25 %ige Trypsinlosung) und die vereinzelten

Zellen gezéH]t.,

Zur Fusion wurden 106 Mitosen und 5 x 105 Interphasezellen

in einem Zentrifugenglas (Falcon) gemischt, 10 min bei 1200 Upm
zentrifugiert, das Zellpellet mit serumfreiem Medium gewaschen,
der Uberstand abgegossen und die Zellen 1im iiberstehenden Medium-
rest resuspendiert. Nach Zugabe von 500 - 1000 HAU UV-inakti-
viertem Sendai Virus (3000 erg/cmz/sec) wurde Teicht geschiit-
telt bis beginnende Agglutination sichtbar wurde und 15 min

in Eiswasser bei 4°C inkubiert. Danach wurde unter Zusatz von

1 - 2 Tropfen Colcemidlosung (10 ug/ml1) bei 37°C im Wasserbad
flir 45 min weiterinkubiert. Nach Zentrifugation (5 min, 800 Upm)
wurde das Zellpellet zum Quellen in 3 ml 0,075 M Kaliumchlorid-
19sung aufgenommen und 20 min bei 37°¢C gehalten, Nach erneuter
Zentrifugation wurden die Zellen mit 3 ml Fixativ (Methanol/
Eisessig, 3:1) iiberschichtet und 60 min im Kiihlschrank fixiert,
anschlieBend das Fixativ noch zweimal gewechselt und zum SchluB
in 1 ml Fixativ aufgenommen.

Die Zellsuspension wurde auf eiskalte, nasse Objekttrdger ge-
tropft und diese entweder Tuftgetrocknet oder zur besseren
Spreitung durch die Bunsenflamme gezogen.




Die Prdparate wurden mit 2 %iger Giemsaldsung gefarbt (10 min)
oder bei radioaktiv markierten Zellen vorher autoradiographiert

wie in § 3.3.2 beschrieben,

Die Auswertung der Prdparate erfolgte mit einem Zeiss Mikkoskop
bei 500, 788 oder 1250facher VergroBerung.

Die photographischen Aufnahmen wurden unter Verwendung eines
Zeiss Kameraaufsatz C 35 und I1ford PAN F 50 ASA bzw. Agfa Ortho
25 ASA als Filmmaterial angefertigt,

3.4.1 Zweidimensionale Gelelektrophorese

Mit Hilfe der zweidimensionalen (2D) Gelelektrophorese kann die
Syntheserate vieler zelluldrer Proteine untersucht werden. Dabei
werden die Proteine in der ersten Dimension nach ihrer Ladung
(Isoelektrische Fokussierung = IEF) und in der zweiten Dimension
entsprechend ihrem Mo]ekulargewicht aufgetrennt (0'Farrel, 1975),

Markierung und Prdparation der Zellen:

Zur Bestimmung der Syntheserate zelluldrer Proteine wurden die
zu untersuchenden Zellen zu verschiedenen Zejiten jewei]slz Stun-
358—Meth10nin in 2 ml Markierungsmedium,
5 M Methionin enthielt,

den Tang mit 50 uCi/ml
das 3 % fotales Kdlberserum und 10
markiert. Nach Entfernen des Markierungsmediums wurden die
Zellmonolayer mit 1,5 ml Ablosepuffer (10 mM Natriumphosphat,
150 mM Natriumchlorid, 3 mM Kaliumchiorid und 0,5 mM EDTA)
Uberschichtet und nach einer Minute mit einem Gummispatel von
der Petrischale abgeldst. Die Zellen wurden sedimentiert

(1500 Upm, 5 min), das Pellet in 50 ul Phosphatpuffer, der 5 %
Mercaptoethanol, 1 % Natriumdodecylsulfat (SDS) und 2 mM PMSF
enthielt, aufgenommen und 20 sec beschallt. Nach einminlitigem
Kochen wurde 50 ul1 Lysispuffer (9,5 M Harnstoff, 2 % NP-40,

2 % Ampholine und 5 % Mercaptoethanol) zugefiigt und darin
Harnstoff zu einer Endkonzentration von 9 Mol gelost. Die
Radioaktivitdt der Proben wurde durch Zdhlen von 1 yul1 in Insta-
gel in einem Szintillationszahler bestimmt und jeweils 106 cpm

pro Gel aufgetragen,




Erste Dimension: Herstellung der Gele und Elektrophorese

Zur Herstellung von 10 Gelen wurde 4,4 g Harnstoff, 1,08 ml
Acrylamid/Bisacrylamid (28,38 % / 1,62 %),1,6 ml1 NP-40 (10 %),
1,6 m1 destilliertes Wasser, 0,45 m1 Ampholine pH 5-8, 0,15 ml
Ampholine pH 3,5-10 in einer Saugflasche gemischt und entgast.
Nach Zufiigen von 11 ul Ammoniumpersulfat (10 %) und 20 ul
TEMED wurde die LOsung in unten mit Parafilm verschlossene
Glasrdhrchen (130 mm lang, Innendurchmesser 2,5 mm) blasen-
frei geflillt und mit 8 M Harnstoffldsung (20 ul) Uberschichtet.
Nach 2 Stunden waren die Geie polymerisiert. Der Parafilmver-
schluB wurde entfernt, die Gele in die Elektrophoreseapparatur
eingebaut und die Harnstoffliberschichtung abgesaugt. Die Gele
wurden dann mit den Proben beladen und diese mit 25 ui Uber-
schichtuhgs]bsung (9 M Harnstoff, 0,8 % Ampholine pH 5-7,

0,2 % Ampholine pH 3,5-10) liberschichtet.

Die untere Elektrophoresekammer (Anode) wurde mit 0,01 M
Phosphorsdure, die obere Kammer (Kathode) mit 0,02 molarer,
entgaster Natronlauge gefuillt. Die Proben wurden dann 17 Stun-
den bei 1 Watt elektrophoretisiert.

Die Gele wurden dann in Rohrchen mit Probenpuffer nach Laemmli
(10 % (G/V) Glycerol, 5 % (V/V) Mercaptoethanol, 2,3 % (G/V)
Natriumdodecylsulfat, 0,001 % (G/V) Bromphenolblau und

10,0625 M Tris-HC1 pH 6,8) ausgepreBt und bei -80°C eingefroren.

Zweite Dimension: Gele und Elektrophorese

Die Auftrennung der Proteine nach dem Molekulargewicht wurde
in einem SDS-Gradientengel durchgefiihrt. Zur Herstellung eines
Gels wurde in einer Saugflasche 3,3 ml Acrylamid/Bisacrylamid
(30 % / 0,8 %), 2,5 m1 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,1 ml SDS (10 %),
4,1 ml destilliertes Wasser, 2,5 ul TEMED und 20 ul Ammonium-
persulfat gemischt,in einer anderen Saugflasche 6,7 ml Acryl-
amid/Bisacrylamid (30 % / 0,8 %), 2,5 ml1 1,5 M Tris (pH 8,8),
0,1 ml SDS (10 %), 0,7 m1 Glycerol, 2,5 ul TEMED und 20 ul
Ammoniumpersulfat. Uber einen Gradientenmischer wurden die
Lbsungeh dann in aus zwei Glasplatten gefertigte Kammern mit
einem Innenvolumen von 0,8 mm gepumpt, so daB nach Polymeri-
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sation ein lineares Gradientengel zwischen 10 und 20 % Poly-
acrylamid erhalten wurde. Auf dieses Trenngel wurde dann ein
1-1,5 cm hohes Konzentriergel, prdpariert aus 0,85 ml Acryl-
amid/Bisacrylamid (30 % / 0,8 %), 1,25 m1 0,5 M Tris-HCI

(pH 6,8), 50 ul SDS (10 %), 5 ul TEMED, 2,83 ml destilliertes
Wasser und 25 ul Ammoniumpersulfat (10 %), aufgebracht.

Die fertigen Gele wurden in die Elektrophoreseapparaturen
eingebaut, die aufgetauten Gele aus der ersten Dimension auf
das Konzentriergel gelegt und mit 2 %igem Bacto-Agar fixiert.
Die beiden Elektrophoresekammern wurden mit Protein-Puffer
nach Laemmli (0,025 M Tris-Base, 0,192 M Glycin und 0,1 %
SDS; pH 8,3) gefiillt. Die Proteine wurden im Kihlraum (4OC)
mit 50 mA bis die Bromphenolblaufront das untere Gelende er-
reicht hat, e]éktrophoretisiert.

Die Gele wurden dann in DMSO entwdssert (3 mal 30 min),

3 Stunden in PPO (22,2 % in DMSO) aktiviert, 1 Std. gewdssert
und unter Vakuum getrocknet.

Zur Fluorographie wurde Kodak X-ray-Film OR aufgelegt und

1 - 5 Tage bei -80°¢ exponiert. Die Filme wurden 5 min in
Kodak D 19 entwickelt und getrocknet.

3.4.2 Molekulargewichtsbestimmung der Proteine

Zur Molekulargewichtsbestimmung einzelner Proteine wurden die
Proteinflecken aus den Gelen der zweiten Dimension ausgeschnit-
ten und in einem 15 %igem SDS-Polyacrylamid-Gel zusammen mit
14C—markierten Standardproteinen gemd der zweiten Dimension
der 2D-Gelelektrophorese reelektrophoretisiert. Die Gele

wurden fluorographiert und das Molekulargewicht durch halb-
logarithmisches Auftragen des Molekulargewichts (der Marker-
proteine) gegeniiber der Laufstrecke bestimmt (Weber und

Osborn, 1969).

3.4.3 Begrenzter proteolytischer Verdau von Proteinen

Durch proteolytischen Verdau werden Proteine in Fragmente zer-
legt, deren Muster Aufschluf liber Identitdt oder Ahnlichkeit
im Aufbau geben konnen (Cleaveland et al., 1977). Hierzu wurden




die zu vergleichenden Proteine aus den Gelen der zweiten
Dimension ausgeschnitten.

Als Gele wurden wie bei der Bestimmung der Molekulargewichte
15 %ige SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet, allerdings mit einem
Zusatz von 1 mM EDTA, das im Trenngel die Protease inhibijert.
Auf das Trenngel wurde ein 5 %iger SDS-Polyacrylamid-Kamm ohne
EDTA aufgebracht, so daB einzelne "Geltaschen" resultierten.
Nach Einbau der Gele wurden in diese Taschen die ausgeschnit-
tenen Gelstiickchen gelegt und 30 min bei Raumtemperatur mit
0,1 ug V8 Protease in 100 ul Probenpuffer inkubiert. Danach
wurde mit 40 mA bis zur Grenzlinie Kammgel/Trenngel elektro-
phoretisiert, flr 30 min die Elektrophorese unterbrochen und
dann weiter mit 40 mA elektrophoretisiert. Die Gele wurden
wie bei der 2D-Gelelektrophorese weiterbehandelt und fluoro-
graphiert.
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C. ERGEBNISSE

1. EinfluB ionisierender Strahlung auf das Oberleben

von Zellen

241
Die Uberlebenskurven nach Alphabestrahlung verlaufen fiir alle
3 Zellinien exponentiell wie filir Strahlung hoher Ionisierungs-
dichte (LET ca. 120 keV/um) zu erwarten war (Abbildung 2).

Wahrend V 79 und V 79 purl gleiche Empfindlichkeit mit einer
D37 von 0,85 Gy aufweisen, sind L 929 Zellen (D37 = 0,57 Gy)

um den Faktor 1,5 empfindlicher als die Chinesischen Hamster-
zellen (Tabelle 1).

60
Die Uberlebenskurven nach Gammabestrahlung zeigen fiir alle
drei Zellinien eine deutliche Schulter mit anschliefender
exponentieller Inaktivierung im Dosisbereich iliber 5 Gy. Der
Kurvenverlauf kann mit dem linear-quadratischen Modell von
Chadwick und Leenhouts (1973) beschrieben werden. V 79 Zellen
und die Mutante V 79 purl zeigen gleiche Empfindlichkeit,

L 929 Zellen dagegen sind im niederen Dosisbereich weniger
empfindlich (ausgeprdgte Schulter) und bei hoheren Dosen ab
4,5 Gy empfindlicher als Hamsterzellen (Abbildung 2).

Die "Mittlere Inaktivierungsdosis" (DML), ein Parameter,

der von Hug und Kellerer (1966) fiir Schulterkurven definiert
wurde, ermoglicht einen Vergleich von Schulterkurven und
exponentiell verlaufenden Dosis-Effekt-Kurven. In diesen
Parameter geht, im Gegensatz zur D10 beispielsweise, der
gesamte Kurvenverlauf ein. Beim Vergleich der DML von V 79

und L 929 Zellen, berechnet nach Dertinger und Hilser (1981),
findet man nur geringe Empfindlichkeitsunterschiede der Zelli-
nien (Tabelle 1).
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Das Verhdltnis der absorbierten Dosen unterschiedlicher Strah-
lung, die den gleichen biologischen Effekt erzeugen, wird als
relative biologische Effektivitat bezeichnet (Definition der
ICRU). Sie ist ein MaB fiir die Wirksamkeit verschiedenartiger
Strahlung, wobei 220 kV Rontgenstrahlung oder 60Coba1t—Gamma—
strahlung im allgemeinen als Bezugstrahlung gilt,.

Im Hinblick auf die Zellabtdtung ist die RBE10 (10 % lberle-
bende Zellen) ein gangiges MaB in der Strahlentherapie. Fir
V.79 und V.79 purl Zellen ist die RBE10 nach Alphabestrahlung
4,2, fur L 929 Zellen 5,5 (Tabelle 1).

Die Berechnung der RBE: ergab flr V 79 und V 79 purl Zellen

D
ML
ebenfalls 4,2, fir L. 929 Zellen 6,6 (Tabelle 1). Der hohere

Wert der RBEB gegeniiber der RBE10 bei L 929 Zellen ist durch
: ML
den geringen Effekt von Gammastrahlung im niederen Dosisbereich

bedingt.
2. Proliferationskinetische Verdnderungen nach
241

Americium-Alphabestrahlung

Der strahleninduzierten Zellabtotung gehen deutliche Verdnde-
rungen im-Ablauf des Zellzyklus voraus, die sowohl an asynchron
wachsenden als auch an synchronisierten Zellpopulationen unter-
sucht wurden,

2.1.1 Mitoseindex von Zellen nach Alphabestrahiung

Durch Bestimmung der Mitoseindices von V 79 und L 929 Zellen
nach Bestrahlung mit Alphateilchen wurde die VerzOgerung einer
pramitotischen Phase im Zellzyklus angezeigt. Der zeitliche
Verlauf dieser Verdnderung nach verschiedenen Strahlendosen
wird fiur beide Zellinien in der Abbildung 3 gezeigt. Der An-
teil der mitotischen Zellen nimmt wdahrend der ersten zwei
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Stunden nach der Bestrahlung schnell ab und steigt dann dosis-
abhdngig mit unterschiedlicher Kinetik wieder bis zu Kontroll-
werten an.

Aus diesen Kurven konnte die mitotische Verzogerung pro Dosis-
einheit berechnet werden, indem die Zeitdifferenz zwischen Ab-
fall und Wiedererreichen der 50 %-Werte durch die applizierte
Strahlendosis dividiert wurde (Dewey und Highfield, 1976).

Fir V 79 ergab sich eine Verzdgerung von 5,2 * 0,23 Std/Gy

und fiir L 929 Zellen 14,4 + 0,61 Std/Gy; L 929 Zellen werden
deutlich ldnger verzogert (Faktor 2,8). Mit diesen Werten

kann keine absolute Teilungsverzdgerung bestimmt werden, sie
ermoglichen jedoch einen Vergleich zwischen verschiedenen

Zellinijen.,

2.1.2 FluBzytofluorometrische Analyse alphabestrahlter
Zellen

Die zeitliche Dauer der einzelnen Zellzyklusphasen (Gl, S, G2
und M) ist ein charakteristischer Parameter jeder Zellinie

und bestimmt die Verteilung einer exponentiell wachsenden Zell-
population auf die einzelnen Phasen zu einem bestimmten Mef-
punkt. Eine Verdanderung dieser Zellzyklusphasenverteilung deu-
tet eine Verschiebung des Gleichgewichts an. Eine Phasenver-
zogerung wird durch Akkumulation von Zellen in dieser Phase

angezeigt.

Mit Hilfe der Zytofluorometrie konnte gezeigt werden, daB die
alphabestrahlten Zellen in der pramitotischen G2-Phase ver-
zogert werden. In Abbildung 4 sind DNA-Histogramme von unbe-
strahlten V 79 Zellen und von alphabestrahlten Zellen zu ver-
schiedenen Zeiten (2-12 Std.) nach Bestrahlung mit 0,88 Gy und
1,75 Gy gezeigt. Eine Blockierung bzw. Verzogerung der Zellen
in der G2-Phase bewirkt ein Absinken der Gl-Anteile (linker
Peak im Histogramm) mit anschlieBendem Auslaufen der S-Kom-
partimente. Das Ansammeln eines Grofteils der Zellen im G2+M-
Kompartiment bestdtigt eine drastische Verlangerung dieser
Phase. Erst 8 - 10 Stunden nach Bestrahlung kommt es zu einem
Wiederanstieg in Gl, der zeigt, daB bei diesen Dosen die

Blockierung teilweise reversibel ist.




Obwohl die Zytofluorometrie zwischen G2-Zellen und Mitosen
nicht differenzieren kann (gleicher DNA-Gehalt), konnte
aufgrund der niederen Mitoseindices nach Bestrahlung (Abbil-
dung 3) die im G2+M-Kompartiment angesammelten Zellen als
GZ2-Zellen identifiziert werden.

Aus den DNA-Histogrammen wurden mit Hilfe eines Computer-
programms (Material u. Methoden, 3.3.1) die prozentualen Anteile
der Zellen in den einzelnen Zellzyklusphasen errechnet. Der
zeitliche Verlauf der strahleninduzierten Verdnderungen in den
einzelnen Phasen ist fiur V 79 und L 929 Zellen in Abbildung 5
gezeigt. Die Zellzyklusverdanderungen sind dosisabhdngig. Bei

V 79 wurden nach 0,88 Gy maximal 58 % und nach 1,75 Gy 78 4%

in G2+M akkumuliert. Bestrahlung von L 929 Zellen fiihrt eben-
falls zur Ansammlung von Zellen in G2+M, 34 % nach 0,15 Gy

und 61 % nach 0,88 Gy,

Die Blockierung der Zellen in G2 ist nach Dosen < 0,5 Gy voll-
standig und bis etwa 1 Gy teilweise reversibel filir beide Zelli-
nien (Abbildung 6). Nach einer Dosis von 4,38 Gy steigt jedoch
der Anteil von G2+M-Zellen bei V 79 bis 16 Stunden nach Be-
strahlung weiter leicht an. Bei dieser hohen Dosis wurde keine
Reversibilitat sichtbar. Mit steigender Dosis kommt es auBer-
dem bei beiden Zellinien zu einer leichten zeitlichen Verschie-

bung der G2-Maxima um maximal 2 Stunden.

Die Akkumulation von Zellen in G2+M verlauft im Dosisbereich

bis zu 1 Gy 1inear (Abbildung 7). Am Ende des linearen Anstiegs
waren 70 % V 79 und 50 % L 929 Zellen im G2+M-Kompartiment auf-
gelaufen. Diese prozentualen Anteile entsprechen der Haufig-
keit von S- und G2+M-Zellen in Kontrollpopulationen (Tabelle 2),
woraus geschlossen werden kann, daB im linearen Bereich haupt-
sdchlich Zellen erfaBt werden, die in S oder G2+M bestrahlt
wurden.

Ein Vergleich der Tlinearen Steigungen der Dosis-Effekt-Kurven
zwischen V 79 und L 929 Zellen ergibt einen Unterschied
(FGZ%E%%) von 1,5, Dieser Faktor kann als MaB fiir den Empfind-

lichkeitsunterschied zwischen beiden Zellinien betrachtet
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werden., Er stimmt mit dem Empfindlichkeitsunterschied filir das
Zelliberleben (1,5) liberein. Die leicht meRbare G2-Blockie-
rung liefert somit bereits eine Aussage iiber die Strahlen-
empfindlichkeit einer Zellinie in Bezug auf den Zelltod.

2.1.3 Analyse der Zyklusverdnderungen durch fusionsindu-
zierte vorzeitige Chromosomenkondensation

Die durch Sendai Virus induzierte Fusion von V 79 Interphase-
zellen mit V 79 Mitosen flihrt zur Kondensation des Interphase-
chromatins. Anhand ihrer unterschiedlichen Morphologie (Material
u. Methoden, 3.3.4) kOnnen danach die Interphasezellen in G1,

S und G2 differenziert werden. Abbildung 8 zeigt typische
Bilder unbestrahlter V 79 Zellen.

In G1-Zellen haben die vorzeitig kondensierten Chromosomen
nur ein langes, meist spiraliges Chromatid. In G2-Zellen sind
die Chromosomen deutlich ldnger als Mitosechromosomen und
haben zwei Chromatiden, In S-Zellen ist das vorzeitig konden-
sierte Chromatin "pulverisiert", was dem weitgehend dekonden-
sierten Zustand des Chromatins wdhrend der DNA-Synthese ent-

spricht,

Aus der Hdufigkeit der verschiedenen PCC-Formen ergeben sich
Zellzyklusverteilungen von exponentiell wachsenden V 79 Zellen
(Tabelle 2). Der S-Anteil von 58 % stimmt gut mit dem Markie-
rungsindex von 59 % liberein, liegt aber etwas hoher als der
zytofluorometrisch ermittelte Wert von 50 %. Der Unterschied
kann dadurch erkldrt werden, daR sehr frithe S-Zellen bei der
Zytofluorometrie noch zur Gl-Phase gerechnet werden.

Die Auswertung der G2-Anteile in alphabestrahlten V 79 Zellen
mittels der PCC-Technik in Abhdngigkeit von der Zeit nach Be-
strahlung (Abbildung 9) zeigt einen Anstieg der G2-Zellen mit
Maxima von 70 % (1,75 Gy) und 86 % nach 4,38 Gy. Diese Werte
sind etwas niedriger als die mit der FluRBzytofluorometrie er-
mittelten., Vor allem zu frihen Zeiten nach Bestrahlung (bis
ca. 8 Std.) Tiegen die mit der PCC-Technik ermittelten G2~
Anteile niedriger, zu spateren Zeiten erfolgt eine Anndherung
beider Methoden (Tabelle 3).
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Der dosisabhdngige Anstieg der G2-PCC unterscheidet sich im
niederen Dosisbereich bis etwa 0,6 Gy nicht von den zytofluoro-
metrischen Werten (Abbildung 10). Im hoheren Dosisbereich er-
geben sich jedoch Diskrepanzen um 5 - 9 %, die dadurch erklirt
werden kdnnen, daB stark geschadigte G2-PCC aufgrund ihrer
Rhnlichkeit mit spdten S-PCC dem S-Anteil zugeordnet werden.
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Mit Hilfe von synchronisierten Zellen wurden altersbedingte
Empfindlichkeitsunterschiede nach Alphabestrahlung untersucht.
L 929 Zellen wurden durch Serumentzug in der GO—Phase akku-
muliert (83 %). Nach Uberimpfen in neue KulturgefdBe mit
serumhaltigem Medium wuchsen die Zellen synchron weiter.

Zellen, die in der Gl-Phase (6 Stunden nach Plattieren) mit
Alphateilchen bestrahlt werden, zeigen nach 0,15 Gy und 0,30 Gy
nur eine geringe Verzdgerung in der S- und G2-Phase (Abbil-
dung 11, I). Die Verzdgerung ist dosisabhdngig und betrdgt

4 Std/Gy, wenn sie aus den Zeijtdifferenzen zwischen den Mittel-
punkten der aufsteigenden und abfallenden Flanken der G2+M-
Kurven (Ic) fiir jede Dosis berechnet wird,

Zellen, die in S bestrahlt werden (20 Stunden nach Plattieren),
werden in der S-Phase nicht, in der G2-Phase jedoch besonders
drastisch (18 Std/Gy) verzdgert (Abbildung 11, II).

S-Phase Zellen sind somit beziiglich der G2-VerzOgerung nach
Alphabestrahlung 4,5 mal empfindlicher als Zellen, die in Gl
bestrahlt werden,

3. Zytogenetische Analyse G2-blockierter Zellen

Alle drei Methoden, DurchfluBzytofluorometrie, Bestimmung des
Mitoseindex und PCC-Technik zeigen einen drastischen Anstieg
von G2 Zellen. Dabei wurde mit der PCC-Technik deutlich, daB
das Chromatin bestrahlter Zellen stark geschaddigt ist. Diese

Schaden wurden naher untersucht.
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Wahrend friher Chromosomenaberrationen nur an mitotischen
Zellen bestimmbar waren, ist es seit Einfiihrung der PCC-
Technik mdglich, auch Schdaden der Chromosomenstruktur am
Interphasechromatin von Gl und G2 Zellen mit dem Lichtmikroskop
zu untersuchen.Die PCC-Technik hat nicht nur den Vorteil, daB
schon nach kurzen Zeitintervallen Chromosomenschdden erkannt
werden kdonnen, sondern sie ist auch in der Lage, Schaden in
Zellen nachzuweisen, die vielleicht nie mehr die Metaphase
erreichen,

Nach Alphabestrahlung ist das Chromatin G2-blockierter Zellen
stark geschddigt. Der Anteil aberranter G2-PCC steigt mit
zunehmender Strahlendosis an (Abbildung 12). Im niederen Dosis-
bereich (< 0,5 Gy) nimmt der Prozentsatz aberranter G2-Zellen
schnell bis etwa 78 % zu, um dann unter geringem Anstieg bei
4,38 Gy 93 % zu erreichen,

Die Aberrationen sind vergleichbar mit solchen, die iibTicher-
weise nach ionisierender Strahlung in Metaphasechromosomen
gefunden werden: Briiche, dizentrische und azentrische Chromo-
somen, sowie verschiedene Austauschfiguren. Diese aberran-

ten G2-Zellen werden mit G2* bezeichnet. Bei genauer Betrach-
tung des aberranten Chromatins zeigt es sich jedoch, daf neben
den bekannten Aberrationen auch Zellen auftreten, die kaum
dizentrische Chromosomen oder Austausche aufweisen, daflir umso
mehr Briiche und dekondensierte Bereiche (Abbildung 13). Diese
im folgenden als G2*%* bezeichneten Zellen sind damit sehr
spdten S-Phasezellen dhnlich. Sie unterschediden sich jedoch
von diesen durch das Vorhandensein von Chromosomen, die beziig-
Tich Kondensationsgrad und Doppelstrdngigkeit (2 Chromatiden)
eindeutig als vorzeitig kondensierte G2-Chromosomen identi-

fiziert werden kdnnen,

Bei Strahlendosen zwischen 0,1 und 1,75 Gy iiberwiegen G2%*
Aberrationen deutlich; das Verhdltnis (G2*/G2**) betrdgt 2,6
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(Tabelle 3). Nach hdheren Dosen (2,5 - 4,38 Gy) kommt es da-
gegen zu einer Zunahme der G2%* (G2¥/G2** = 1,1).

Fiir zwei Dosen (1,75 und 4,38 Gy) wurde das zeitabhdngige Auf-
treten aberranter G2-PCC bestimmt. Tabelle 4 zeigt, daB das
Maximum aberranter G2-Zellen bereits 8 Stunden nach der Be-
strahlung erreicht ist und iiber den Untersuchungszeitraum von
16 Stunden relativ konstant bleibt. Die prozentuale Aufteilung
der Aberrationen auf die beiden PCC-Formen G2*% und G2*¥* 3ndert
sich jedoch: G2%¥/G2** steigt mit der Zeit der Inkubation nach
Bestrahlung.

Einbau von Thymidin erfolgt normalerweise nur wahrend der DNA-
Synthesephase des Zellzyklus. Strahlengeschddigte Zellen konnen
jedoch 3H—Thymidin fir die Reparatursynthese wahrend der ge-
samten Interphase einbauen. Sollte in G2-blockierten Zellen,

in denen Schdden mit der PCC-Technik sichtbar wurden, Repara-
tursynthese stattfinden, mifte man an entsprechenden Bereichen
der vorzeitig kondensierten Chromosomen Markierung durch 3H—

Thymidin finden.

ErwartungsgemdaB sind alle S-PCC stark markiert. G2-PCC sind

nur nach Alphabestrahlung markiert, jedoch nur dann, wenn sie
Aberrationen aufweisen., Die Markierung wird an den geschddig-

ten Bereichen des Chromatins gefunden. Fiir quantitative Ver-
gleiche wurde bei der autoradiographischen Auswertung die

Anzahl der Silberkorner iiber den Aberrationen gezahlt. Dabei
zeigen sich auffdllige Unterschiede zwischen G2%¥ und G2%*

Zellen, die 9 + 3 bzw. 27 + 6 Silberkdrner aufweisen (Tabelle 5).
Die Ergebnisse sprechen eindeutig flir Reparatur am G2-Chromatin

wahrend der G2-Blockierung.

Zur eindeutigen Festlegung, ob es sich beim Einbau des radio-
aktiven 3H—Thymidin tatsdchlich um Reparatursynthese gehandelt
hat, wurde in Zusatzexperimenten den Zellkulturen Hydroxy-
harnstoff (5 x 10_3 M) zugesetzt. Hydroxyharnstoff ist bekannt
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3H-

daflir, bei Verabreichung eine Stunde vor und wihrend der
Thymidin-Markierung durch Hemmung der Reduktion vom Ribo-
nukleotid zum Desoxyribonukleotid die semikonservative DNA-
Replikation zu verhindern. Aus Tabelle 5 wird deutlich, daB
die verwendete Konzentration an Hydroxyharnstoff erwartungs-
gemdfl die DNA-Synthese in S-Zellen stark hemmt (Markierungs-
index: 59 % —»'9 %; Korner in S-PCC: 70 —» 10). Hydroxyharn-
stoff hat auch noch deutliche Wirkung auf die Anzahl der Sil-
berkdrner in G2**-Zellen (27 —>» 15), bei G2¥-PCC wird die

Markierung jedoch nicht reduziert,

Durch Gabe von Coffein (2 mmol) nach Alphabestrahlung kann

die Verzdgerung der V 79 Zellen in der G2-Phase teilweise ver-
hindert werden (Liicke-Huhle, Radiat. Res., 1982), so daf

keine bzw. nur geringe Ansammlung der Zellen im G2-Komparti-
ment nachweisbar ist. Wird Coffein erst zu spdteren Zeiten

(8 - 10 Std. nach Bestrahlung) gegeben, wenn sich bereits ein
GroBteil der bestrahlten Zellen in G2 befinden, wird die G2-
Blockierung aufgehoben und die Zellen gehen in die Mitose,

Die Aufhebung der G2-Blockierung kann auch mit Hilfe des
kumulativen Mitoseindex gezeigt werden, indem alphabestrahlte
Zellen (4,38 Gy) 8 Stunden nach Bestrahlung mit 2 mmol Coffein
und 0,17 pg/ml Colcemid fiir 3,5 Std inkubiert wyrden, An-
schlieBend wurde an Cytozentrifugenprdparaten der Anteil der
akkumulierten Mitosen pro 1000 Zellen bestimmt. Wdhrend ohne
Coffein nur 2,1 % gezdhlt wurden, hatten sich bei Coffein-
behandelten Zellen 24 % in der Mitose angesammelt (Abbil-

dung 14),

Mit Hilfe der funsionsinduzierten vorzeitigen Chromosomen-
kondensation sollte die Wirkung von Coffein auf die aberran-
ten G2-PCC untersucht werden. Werden bestrahlte Zellen (4,38 Gy)
10 Stunden spdater mit Coffein behandelt und 2 Stunden spdter.
fusioniert, ist der Anteil der G2-PCC mit 59 % deutlich nie-
driger als bei bestrahlten Zellen ohne Coffeinbehandlung (94 %)
(Tabelle 6)., Gleichzeitig nimmt der Prozentsatz der Gl-Zellen
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zu, Dies zeigt, daB Zellen, die durch Coffein die G2-Blockie-
rung Uberwinden kdnnen, die mitotische Teilung durchlaufen
und zwei Tochterzellen entstehen., Der prozentuale Anteil
aberranter G2-Zellen wird durch Coffein nicht signifikant
verdndert; dies trifft auch auf die einzelnen Klassen (G2%
und G2**) zu (Tabelle 6). Dies bedeutet, daB zum einen durch
Coffein nicht die Morphologie der zuriickgebliebenen Zellen
verandert wird, zum anderen, daB. G2* und G2** gleich effektiv
durch Coffein aus dem G2-Kompartiment ausgeschleust werden.

Mitotische Zellen, die durch Coffeinbehandlung G2-blockier-

ter Zellen erhalten wurden, konnten mit exponentiell wachsen-
den V 79 Zellen sowie mit Zellen, die durch Alphabestrahlung

in G2 arretiert waren, fusioniert werden. Dabei zeigte es sich,
daB solche meist stark geschadigte Mitosen in bestrahlten und
unbestrahlten Interphasezellen vorzeitige Chromosomenkonden-
sation induzieren kdnnen. Die bendtigten Induktormolekiile

zur vorzeitigen Kondensation sind somit in diesen Mitosen in
ausreichendem Maf3 vorhanden, \

34-Thymidin wihrend

Pulsmarkierung G2-blockierter Zellen mit
der Coffeinbehandlung und nachfolgende Fusion sollte AufschluB
geben, ob durch Coffein die Reparatursynthese in G2-blockierten
Zellen verhindert wird. Zellen,die nach einstlndiger Coffein-
behandlung noch in G2 waren, zeigen jedoch keine signifikante
Reduzierung der 3H—Thymid1nmark1erung. Die Wirkung von Coffein
scheint daher nicht auf einer Inhibierung der Inkorporation von
DNA-Bausteinen - als MaB flr Reparatursynthese - in G2-blockier-

ten Zellen zu beruhen,

Untersuchungen mit radioaktivem Coffein, die AufschluB Ulber
die Lokalisierung bzw. Bindung von Coffein in der Zelle geben
sollten, zeigen, daB der iiberwiegende Teil (70 %) der Mar-
kierung durch 8-SH-Coffein (100 wCi/ml, spez. Aktivitdt

21 Ci/mmol; Amersham) bei der autoradiographischen Auswertung
iber dem Zellkern von G2-blockierten Zellen lokalisiert ist.
Dichtere Chromatinbereiche zeigen intensivere Markierung,
ein Hinweis fir eine Bindung an Chromatin oder DNA. In fusio-
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nierten G2-Zellen mit vorzeitiger Chromosomenkondensation ist
die Markierung jedoch nicht bevorzugt iiber den Chromosomen zu
finden,

Dieser Befund ist mdoglicherweise durch die prdparative Be-
handlung bei der Zellfusion (viele Waschvorginge) bedingt,
was auf eine schwache, instabile Bindung von Coffein im Zell-
kern schlieBen 1dBt.

4. Genexpression in alphabestrahlten V 79 Zellen

Verénderungen in der Genexpression, die als Folge oder moglicher-
weise als Ursache fiir die strahleninduzierte G2-Blockierung in
Frage kommen, wurden mit Hilfe der zweidimensionalen Gelelektro-
phorese untersucht, Die Methode erméglicht, Verdanderungen in

der Syntheserate von ca. 1000 zelluldren Proteinen sichtbar zu

machen,

V 79 Zellen, die mit 4,38 Gy Alphateilchen bestrahlt wurden,
zeigen signifikante Verdnderungen der Syntheserate von 3 Pro-
teinen (P1, P2 und P3), wdhrend alle anderen sichtbaren Pro-
teine mit vergleichbarer Rate wie bei unbestrahlten Kontroll-
zellen synthetisiert werden (Abbildung 15). Das Protein P3
wird nach Bestrahlung mit Alphateilchen mit hoher Rate synthe-
tisiert, wdahrend es in Kontrollzelilen kaum nachweisbar ist.
Das Protein Pl wird nach Bestrahlung Vefmindert synthetisiert,
die Synthese von Protein P2 dagegen wird deutlich stimuliert.

4,1.1 Zeitlicher Verlauf der Syntheseverdnderungen

Die Repression der Syntheserate von Pl und die Induktion von
P2 und P3 wurde iiber einen Zeitraum von 46 Stunden nach Be-
strahlung untersucht (Abbildung 16). Fiir die Quantifizierung
der Syntheseraten wurde die Filmschwéarzung der einzelnen
Proteinflecken durch densitometrische Messungen bestimmt,
wobei die Absorption des Lichtstrahls durch die Filmschwarzung
proportional der im Markierungszeitraum synthetisierten Pro-
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teinmenge ist. Die Syntheseraten sind als relative Einheiten,
bezogen auf ein Protein mit gleichbleibender Syntheserate
(Referenzprotein), angegeben.

Die Syntheserate von Pl geht bis 24 Stunden nach Bestrahlung
von 0,7 auf 0,1 zuriick, danach erfolgt wieder ein leichter
Anstieg (0,3). Die Syntheseraten von P2 und P3 beginnen acht
Stunden nach der Bestrahlung anzusteigen. Die relative Protein-
synthese von Protein P2 steigt dabei von 0,45 auf 1,5 nach

32 Stunden an (Faktor ~3,3). Das Protein P3, das in den Kon-
trol1fluorogrammen kaum nachweisbar ist (0,1), wird derart
stimuliert, da® die Syntheserate von anfdnglich 0,1 auf 1,4

(40 Stunden nach Bestrahlung) erhoht wird (Faktor ~14).

4.1.2 Dosisabhdangige Syntheserate von P1, P2 und P3

Exponentiell wachsende V 79 Zellen wurden mit verschiedenen
Dosen im Bereich von 0,88 Gy bis 4,38 Gy bestrahlt und die
Verdanderungen der Syntheseraten 24 Stunden nach Alphabestrah-
lung untersucht.

Abbildung 17 zeigt, daB die Syntheserate von Pl mit steigen-
der Strahlendosis bis auf 1/7 (4,38 Gy) der anfdanglichen Rate
zurlickgeht. Das Protein P2 wird durch Strahlendosen > 0,88 Gy
stark stimuliert (0,5 —» 1,18). Die Syntheserate von P3 steigt
bis 2,5 Gy nahezu linear mit der Dosis von 0,1 auf 0,7 an;
eine hohere Dosis (4,38 Gy) fihrt zu keiner weiteren Erhohung

der Syntheserate.

4.2.1 Bestimmung der Molekulargewichte

14C-Markerprote1nen

Hierzu wurden die Proteine zusammen mit
(Amersham) in einem 15 %igen SDS-Polyacrylamid-Gel reelektropho-
retisiert (Abbildung 18). Flir Pl wurde ein Molekulargewicht von
ca. 39000 D, fiir P2 von ca. 42000 D und fiir P3 von ca. 60000 D

ermittelt.




4.2.2 Verwandtschaft der Proteine Pl und P2

Aufgrund der dhnlichen elektrophoretischen Eigenschaften der

Proteine Pl und P2 beziiglich ihres Molekulargewichts und des

isoelektrischen Punkts wurde mit Hilfe eines limitierten Ver-
daus durch V 8 Protease eine mogliche Verwandtschaft der Pro-
teine untersucht.

Die beiden Proteine zeigen unterschiedliche Fragmentmuster
(Abbildung 19), so daB eine Verwandtschaft beziiglich des Auf-
baus (Primdrstruktur) nicht vorliegt.

Ob die strahleninduzierten Verdanderungen der Syntheserate von
P1, P2 und P3 charakteristisch filir G2-blockierte Zellen nach
Alphabestrahlung sind oder auch unbestrahlte Zellen Variatio-
nen in der Syntheserate wahrend des Zellzyklus zeigen, wurde
mit Hilfe synchronisierter V 79 Zellen untersucht (Tabelle 7).

Wahrend Protein Pl mit steigendem Alter der Zelle bis zur
G2-Phase vermehrt synthetisiert wird, fdllt seine Synthese-
rate mit der Mitose wieder ab. Die Syntheseraten von P2 und

P3 sind in Gl und S konstant, gegen Ende des Zellzyklus (G2+M)
sind sie jedoch etwas erhdht.

Alle beschriebenen Unterschiede der Syntheseraten wdhrend des
Zellzyklus sind jedoch wesentlich geringer als die, die

durch Alphabestrahlung in exponentiell wachsenden V 79 Zellen
induziert werden konnen.

Es ist denkbar, daB die Verdanderungen der Syntheserate der drei
Proteine nach Alphabestrahlung nicht durch den eigentlichen
Schaden, sondern durch die gleichzeitig auftretende Prolifera-
tionsblockierung verursacht werden. Daher wurde untersucht, ob
durch andere Noxen, die ebenfalls eine Blockierung der Proli-
feration bewirken, vergleichbare Verdnderungen induziert werden.




4.4.1 Akkumulation der Zellen in der Go—Phase durch Serum-

entzug

Zellen, die durch Serumentzug (Material u. Methoden, 2.3.2)

am Weiterwachsen gehindert werden, sammeln sich in der GO—Phase
an und werden dort arretiert bis sie wieder bessere Wachstums-
bedingungen vorfinden. Solche proliferationsblockierten V 79
Zellen (~ 85 %) synthetisieren Protein P3 mit 6-facher Rate

im Vergleich zu exponentiell wachsenden Kulturen. Die Synthese-
rate von Pl wird um ca. 30 % reduziert, die von P2 um den
Faktor 1,4 erhoht (Tabelle 8).

4.4.2 Proliferationsblockierung in S nach UV-Bestrahlung

Nach UV—Bestrah]ung (15 J/m2) werden Zellen vor allem in der
S-Phase arretiert, da die DNA-Replikation stark gehemmt wird.

Das Protein P3 zeigt sowohl 15 Stunden als auch 32 Stunden

nach UV-Bestrahlung eine um das 7-fache erhdhte Syntheserate,
ein Wert, der demjenigen 24 Stunden nach Alphabestrahlung

(4,38 Gy) entspricht. Die Syntheserate von Pl dagegen wird

durch UV-Bestrahlung nicht wesentlich beeinfluft. Protein P2
wird 15 Stunden nach UV-Bestrahlung mit etwa 30 % reduzierter
Rate synthetisiert (vergleichbar mit synchronisierten S-Zellen),
zum spdteren Zeitpunkt erfolgt wieder eine Erhohung auf das
1,4-fache des Kontrollwertes.

4.4.3 Proliferationsblockierung durch Purinentzug in
V 79 purl Mutanten

V 79 purl, eine Mutante von V 79 Zellen, weist einen Defekt im
Phosphoribosylpyrophosphat Amidotransferase-Gen auf. Dieses
Enzym wird flir die Purinbiosynthese bendtigt, so daB solche
Zellen externes Purin fiir das Wachstum bendtigen.

In Nadhrmedium, in dem Purin (Thymidin oder Hypoxanthin) ent-
halten ist, proliferieren die Mutanten dhnlich den Eltern-
zellen und zeigen vergleichbare Syntheseraten der Proteine
Pl, P2 und P3 (Tabelle 9). Transferiert man die Mutanten Jje-
doch in purinfreies Medium, stellen sie ihr Wachstum ein und
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werden groBtenteils an der G1/S-Grenze arretiert. Unter die-
sen Bedingungen erfolgt eine Stimulation der Synthese von P3
(Faktor 2,8). Die Syntheserate von Protein Pl wird um ca.

50 % verringert.

4.4.4 Proliferationsblockierung durch Alphabestrahlung
und Purinentzug

Werden V 79 purl Zellen in purinhaltigem Medium mit 4,38 Gy
Alphateilchen bestrahlt, erfolgt wie beim Wildtyp eine drasti-
sche Blockierung in G2 (82 %). Auch die Verdnderungen in der
Syntheserate der drei Proteine werden induziert. Wie Tabelle 9
zeigt, wird Protein P3 um das 4-fache stimuliert, die Synthese-
rate von Pl auf etwa 25 % reduziert. Protein P2 wird aller-
dings nur leicht (Faktor 1,2) stimuliert.

In purinfreiem Medium, in dem die Mutanten nach Alphabestrah-
lung nicht bis zur G2-Phase proliferieren kdnnen, sondern be-
reits an der G1/S-Grenze arretiert werden, findet man fir P1
und P3 vergleichbare Syntheseraten wie in purinhaltigem Medium.
Die Syntheserate von P2 dagegen wird nicht stimuliert, sondern
auf ca. 25 % reduziert, vergleichbar mit Zellen, die UV-be-
strahlt wurden, oder mit synchronisierten Zellen in Gl oder S.

Zusammenfassend kann festgestellt werden:

Jede getestete Proliferationsblockierung flhrt zur Induktion
bzw. Stimulation der Synthese von Protein P3, sowohl im V 79
Wildtyp als auch in der Mutante V 79 purl. Von allen Agenzien
zeigt Alphabestrahlung die hochste Effektivitdt.

Jede Proliferationsblockierung verursacht eine Repression
der Synthese von Protein Pl, wiederum am effektivsten durch
Alphateilchen,

Beide Effekte, Induktion von P3 und Repression von Pl sind un-
abhdngig von derZellzyklusphase, in der die Blockierung statt-

findet.
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Die Stimulation von Protein P2 tritt nach Serumentzug und
besonders deutlich nach Alphabestrahlung auf. Alphabestrah-
lung der Mutante unter purinfreien Bedingungen und UV-Be-
strahlung verursacht dagegen einen Syntheserlickgang von
Protein P2.
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D. DISKUSSION

Bestrahlung von Sdugetierzellen mit ionisierenden Strahlen
verursacht drastische Schddigungen der Zellen, die in Verdn-
derungen des Zellzyklus, Chromosomenaberrationen und Abster-
ben der Zellen zum Ausdruck kommen, Das AusmaB djeser Strah-
lenwirkungen ist nicht nur abhdngig von der Strahlendosis,
sondern auch von der lonisierungsdichte der verwendeten
Strahlung. Die Abtdtungseffizienz nimmt mit steigendem LET zu
und erreicht bei etwa 100 keV/u ein Maximum (Barendsen et al.,
1963). Ebenso werden Chromosomenaberrationen und Teilungsverzi-
gerunden am effektivsten durch dicht-ionisierende Strahlung

mit einem LET von 100 - 200 keV/yu induziert (Skarsgard, 1967).
Auch fiir die hier untersuchte Blockierung in G2 wird mit 100
keV/u ein Optimum erreicht. Nach Bestrahlung von V 79 Zellen
mit beschleunigten Ionen unterschiedlicher Ionisierungsdichte
zeigt sich die hochste Effizienz fir die Teilungsverzdogerung
(G2-Blockierung) nach 425 MeV. Neoionen mit einem LET von

100 keV/u (Llcke-Huhle et al., 1979). Diese Befunde sprechen
fiir die Verwendung von Alphateilchen (LET 120 keV/y) zur Unter-
suchung der Mechanismen der G2-Blockierung.

Die hohere biologische Effektivitdat von Hoch-LET-Strahlung
hinsichtlich der Zellinaktivierung, wie sie von Barendsen et al.,
1960, Hall et al., 1972, Raju et al., 1974 und Liicke-Huhle

et al., 1979 beschrieben ist, wird in dieser Arbeit ebenfalls
fiir 2% americium-Alphateilchen bestitigt. Auch im Hinblick auf
die Teilungsverzdgerung (G2-Blockierung) sind Alphateilchen
besonders wirksam. Die hGhere Effektivitdt wird nicht nur bei
V 79 und L 929 Zellen gefunden, sondern ist auch in anderen
Zellinien tierischer und menschlicher Herkunft feststellbar,
wobei die RBE-Werte filir Zellinaktivierung und G2-Blockierung
korrelieren (Llcke-Huhle et al., 1982a).
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Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit in Abhdngigkeit

von der Zellart und dem Zellzyklusstadium zum Zeitpunkt
der Bestrahlung

Sdugetierzellen unterscheiden sich nur wenig in ihrem DNA-
Gehalt. Dennoch sind Unterschiede in der Strahlenempfindlich-
keit zwischen Zellinien aus verschiedener oder gleicher Species
in der Literatur dokumentiert (Elkind und Whitmore, 1967). Die
unterschiedliche Sensitivitdat ist ein Hinweis auf das Repara-
turvermdégen von Zellen, da vorausgesetzt werden kann, daB pro
Ionisationsereignis der gleiche Schaden induziert wird.

Bei der Bestrahlung mit Alphateilchen werden ebenfalls Unter-
schiede in der Strahlenempfindlichkeit zwischen V 79 Hamster-
zellen und L 929 Mausefibroblasten sowohl im HinbTick auf die
Zellinaktivierung (Abb. 2) als auch beziliglich der G2-Blockie-
rung (Abb. 7) gefunden. L 929 Zellen sind filir beide Effekte

um den Faktor 1,5 empfindlicher als V 79 Zellen. Diese Korrela-
tion ist neben der LET-Abhdngigkeit der Strahlenwirkung ein wei-
terer Hinweis daflir, daB sowohl fiir Zellinaktivierung als auch
G2-Blockierung die Schiddigung der gleichen zelluldren Struktur
(Target) verantwortlich gemacht werden kann.

Fliir die Zellinaktivierung werden nach locker-ionisierender
Strahlung bereits Empfindlichkeitsunterschiede verschiedener
Zellinien und Unterschiede in Abhangigkeit von der Zellzyklus-
phase, in der bestrahlt wird, beschrieben (Terasima und Tolmach,
1963b;Sinclair und Morton, 1965; Whitmore' et al., 1965). Dabei
nimmt die Strahlenempfindliichkeit mit der Progression durch den
Zellzyklus (von Gl nach M) zu. Bei Zellinien mit langer Gl-Phase
(z.B. Hela oder L Zellen) tritt neben dem Resistenzmaximum in
der Gl-Phase eine besonders hohe Sensitivitdt am Gl/S-Ubergang
bzw, in der frithen S-Phase auf. Zunehmende Empfindlichkeit

mit dem Zellalter (von Gl nach G2) wurde nach locker-ionisie-
render Strahlung auch fiir die Teilungsverzogerung beschrieben
(Leeper et al., 1972).

In der vorliegenden Arbeit werden solche altersbedingte Empfind-
lichkeitsunterschiede fiir die Teilungsverzdgerung nach dicht-
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ionisierender Strahlung nachgewiesen. Synchronisierte L 929
Zellen, mit Alphateilchen in der S-Phase bestrahlt, werden
4,5fach effektiver in G2 blockiert als in Gl bestrahlte Zellen
(Abb. 11). Die Sensitivitat von G2-Zellen konnte an synchro-
nisierten Zellen nicht bestimmt werden, da durch Synchronisa-
tion keine reinen G2-Populationen erhalten wurden. Mit der
BUdR-33258 Hoechst Technik (Beck, 1981) wird jedoch nach
Alphabestrahlung die effektivste G2-Verzdgerung fiir Zellen
nachgewiesen, die in der G2-Phase bestrahlt wurden (Hieber

et al., 1981). Zugleich wird hohe Sensitivitdt fiir Zellen an
der G1/S-Grenze, beziehungsweise in der friihen S-Phase beob-
achtet, ein Befund, der in Ubereinstimmung mit der Zellinakti-
vierung nach Rontgenstrahlen steht (Whitmore et al., 1965;
Fidorra, 1977).

Die Korrelation zwischen G2-Blockierung und Zellinaktivierung
in Abhdngigkeit von der Zellart und dem Zellalter, die nach
locker- und dicht-ionisierender Strahlung nachweisbar ist,
unterstiitzt die Vorstellung, daB ein kausaler Zusammenhang
dieser biologischen Strahlenwirkungen besteht. Die Verzogerung
in G2 kdnnte als zellulidrer Mechanismus gesehen werden, wih-
rend der iliber Tod oder Uberleben der bestrahlten Zelle ent-
schieden wird. Da die G2-Verzdgerung im Gegensatz zur Zellinak-
tivierung direkt nach Bestrahlung gemessen werden kann und
bereits Aussagen iiber das AusmaB der Zellabtotung liefert,
kann die Messung dieses Phanomens als friihe Kontrolle von
Strahleneffekten dienen,

GZ2-Blockierung als Folge von Chromatinschdden und deren
Reparatur unter Kontrolle spezifischer Proteine

Auf Grund der Korrelation zwischen Zellinaktivierung, Teilungs-
verzogerung und Chromosomenaberrationen in Abhdngigkeit von der
Ionisierungsdichte (Skarsgard, 1967), wird die Hypothese disku-
tiert, daB Chromosomenaberrationen die Ursache von Teilungsver-
zogerung (G2-Blockierung) und Zelltod darstellen. Allerdings

wird dieser kausale Zusammenhang dadurch gestort, daB die RBE-
Werte filir Chromosomenaberrationen nach Hoch-LET-Strahlung nie-
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driger sind als flr die Zellinaktivierung (Zoetelief und
Barendsen, 1980; Edwards et al., 1979). Wie kann diese Diskre-
panz erkldart werden?

In der vorliegenden Arbeit wird mit Hilfe der PCC-Technik ge-
zeigt, daB nach A1phébestrah1ung solche Zellen in G2 blockijert
werden (80 - 93 %), die massive Aberrationen aufweisen, Da diese
Zellen teilweise irreversibel blockiert bleiben, moglicher-
weise aufgrund der Kondensationsunfahigkeit des geschadigten
Chromatins, entziehen sie sich der Aberrationsanalyse in
Metaphasep]atten.

Die in Abbildung 9 aufgezeigten Unterschiede der.G2-Fraktionen
zwischen zytofluorometrischer Messung und PCC-Analyse, kann
durch Unterbewertung von G2-Zellen bei der PCC-Technik bedingt
sein, Sehr stark geschddigte G2-PCC werden mit zunehmender
Haufigkeit von Brilichen und dekondensierten Bereichen spdten
S-PCC dhnlich und wurden im Zweifelsfall immer dem S-Anteil
der Population zugeordnet. Falls diese Zellen jedoch stark ge-
schddigte G2-Zellen sind, wdare der Anteil aberranter, G2-
blockierter Zellen in der Gesamtpopulation um durchschnitt-
lich 3 % hoher.

Um entscheiden zu kdnnen, ob die G2-Blockierung und die Chro-
matinschdadigung in kausalem Zusammenhang stehen, oder nur
unabhdngige Auspragungen der Strahlenwirkung sind, wurde unter-
sucht, welche Prozesse wahrend der Zeit der G2-Verzdgerung
stattfinden.

Die Inkorporation von 3H—Thym1d1n in G2-blockierte Zellen ist
ein Hinweis auf Reparaturprozesse wdhrend der G2-Blockierung.
Die Markierung durch 3H—Thymidin ist ilber den Schadenstellen
der G2-PCC Tokalisiert. Da der Einbau von Thymidin durch
Hydroxyharnstoff in G2¥-PCC nicht, in G2¥* nur zum geringen
Prozentsatz hemmbar ist, ist die Inkorporation des DNA-Bau-
steins als Reparatursynthese zu werten, Ein weiterer Hinweis
auf Reparatur ist darin zu sehen, daB mit zunehmender Zeit
wahrend der Blockierung der Anteil der G2¥*-Zellen (viele
Briche und dekondensierte Zonen) zugunsten G2* mit weniger
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Aberrationen abnimmt (Tabelle 4). Dies ist in Ubereinstim-
mung mit den Befunden von Hittelman und Rao (1974), die eine
Abnahme von Aberrationen (Liicken und Briiche) von der G2-
Phase zur Mitose in CHO-Zellen nach Rontgenstrahlen finden
und dies als Reparatureffekt interpretieren,

Verkiirzt oder inhibiert man die G2-Blockierung von alphabe-
strahlten Zellen kiinstlich durch Gabe von 2 mM Coffein und
ermoglicht dadurch den Zellen vorzeitig die mitotische
Teilung (Abb., 14), wird das Zelliiberleben drastisch gesenkt
(Llicke-Huhle, 1982). In Mitosen, die durch Wirkung von
Coffein die G2-Blockierung liberwinden, ist der Anteil aber-
ranter Metaphasen stark erhdht (65 % —» 99,9 % nach 4,38 Gy).
Gleichzeitig steigt der Prozentsatz der Zellen mit mehr als
5 Briichen von 14 % auf 79 % an (Licke-Huhle et al., 1982b).
Coffein allein zeigt in der verwendeten Konzentration keinen
EinfluB auf Chromosomenaberrationen und "plating efficiency"
von Kontrollzellen. Auf welche Weise wirkt Coffein in G2-

blockierten Zellen?

Die PCC-Analyse zeigt, daB zwei Stunden nach Coffeingabe der
Anteil G2-blockierter Zellen zwar deutlich niedriger ist

(94 % —» 59 %), der Prozentsatz aberranter G2-PCC in den ver-
bleibenden G2-Zellen sich jedoch nicht dndert (Tabelle 6).
Ebenso unbeeinfluBt durch Coffein ist die 3H—Thym1d1ninkorpo—
ration in verbleibenden G2-Zellen. Die Wirkung von Coffein

in G2-blockierten Zellen kann somit nicht in direkter Hemmung
der Reparatursynthese gesehen werden. Es ist jedoch denkbar,
daB auf Grund der Bindungsfihigkeit von Coffein an denatu-
rierte Zonen der DNA (Ts'o und Lu, 1964; Domon et al., 1970
und Bases et al.,, 1980) eine Stabilisierung (Lang, 1971) oder
Konformationsdanderung des Chromatins eintritt. Dies kdnnte
ein Signal darstellen, das weitere Kondensation des Chromatins
flir die Mitose ermoglicht und zum Oberwinden der Blockierung
in G2 fihrt,
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Kann eine Bindung von Coffein an Chromatin in alphabestrahl-
ten Zellen nachgewiesen werden?

Die [8-3H]-Coffein—Experimente zeigen, daB der liberwiegende
Teil (70 %) in den Zellkern aufgenommen wird und Markierung
besonders liber dichten Chromatinbereichen gefunden wird.
Die Bindung an Chromatin oder DNA scheint jedoch nicht sehr
stabil zu sein, da nur ein geringer Teil der Markierung an
vorzeitig kondensierten G2-Chromosomen Tokalisiert ist. Fiir
eine schwache Bindung spricht auch die Moglichkeit, die
Coffeinwirkung auf die G2-Blockierung durch Mediumwechsel
zu beenden.

Wenn man annimmt, daB die Verzdgerung in G2 eine Moglichkeit
darstellt, die Uberlebenschance der Zelle zu erhdhen, muf

die Zelle hierflir Regulationsmechanismen besitzen. Die Regu-
lation zur Verhinderung der Kondensation des Chromatins
konnte auf der Ebene der Synthese solcher "Kondensations-
proteine" oder deren Aktivierung stattfinden, falls sie be-
reits synthetisiert sind. Ein moglicher Kandidat ist der
zytoplasmatische Kondensationsinduktor, welcher in mitoti-
schen Zellen vorhanden ist und nach Fusion von Mitosen und
Interphasezellen vorzeitige Chromosomenkondensation des Inter-
phasechromatins bewirkt (Sperling und Rao, 1974). Dieser ist
_in G2-blockierten Zellen nicht nachweisbar, da G2-blockierte
Zellen auch nach langer Blockierung keine Kondensation nach
Fusion mit unbestrahlten Interphasezellen induzieren konnen,
Mitosen, die durch die Coffeinwirkung die G2-Blockierung liber-
wunden haben, induzieren jedoch in Interphasezellen Kondensa-
tion wie unbestrahlte Mitosen. Sie besitzen also diesen
Kondensationsinduktor.

Aufgrund der duBerst schnellen Coffeinwirkung beziiglich der
Aufhebung der G2-Blockierung und der Befunde, daB 35 % der
G2-blockijerten Zellen trotz gleichzeitiger Inhibition der
Proteinsynthese durch Cycloheximid (20 ug/ml) mit Coffein

in die Mitose entlassen werden (Licke-Huhle, unveroffent-
Ticht), ist zu vermuten, daB die Coffeinwirkung nicht auf
einer Induktion der Synthese dieses Kondensationsinduktors
beruht, sondern eher dessen Aktivierung veranlaBt.
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Um feststellen zu konnen, ob Verdnderungen der Proteinsyn-
these fiir die G2-Blockierung verantwortlich sind, wurde die
Syntheserate zelluldrer Proteine nach Bestrahlung untersucht.

Die zweidimensionalen Proteinmuster zeigen, daR der groBte
Teil der Proteine nach Alphabestrahlung mit normaler Rate
synthetisiert wird, die Syntheserate von 3 Proteinen jedoch
drastisch verdndert wird. Ein vélliges Fehlen von mehreren
Proteinen in G2-blockierten Zellen, wie es Al-Bader et al.
(1978) in G2-blockierten HeLa-Zellen nach Behandlung mit
alkylierenden Agenzien findet, kann nicht bestatigt werden.
Eine direkte Inhibition des Proteinsyntheseapparats durch
ionisierende Strahlung findet nicht statt und ist in Oberein-
stimmung mit Befunden von Schneiderman und Hofer (1980), die
zeigen, daB der Proteinsyntheseapparat relativ strahlenresistent
ist und nicht das direkte "Target" fiir Teilungsverzdgerung und
Zellinaktivierung darstellt,

Welche Bedeutung haben die beobachteten Anderungen der Synthese
von Protein Pl, P2 und P37

Die dosisabhangige Stimulierung von P2 und P3 und Synthese-
verminderung von Pl deuten an, daf diese Proteine in die strah-
leninduzierte Blockierung involviert sind. Dies wird unter-
stlitzt durch die Tatsache, da die Veranderungen in der Syn-
theserate bereits 8 Std. nach Bestrahlung beobachtet werden,
ein Zeitpunkt, an dem das Maximum der GZ2-Blockierung gemessen
wird, P2 und P3 werden zwar gegen Ende des Zellzyklus vermehrt
synthetisiert, da die Anderungen jedoch wesentlich geringer als
nach Alphabestrahlung sind, ist eine G2-Spezifitdt nicht wahr-
scheinlich, Bisher konnten keine Proteine nachgewiesen werden,
die ausschlieBlich in G2 synthetisiert werden (Bravo und Celis,
1980).

Wird die Syntheserate der Proteine durch andere Noxen beein-
fluBt, welche ebenfalls die Proliferation blockieren?

Die Induktion von P3 und die Repression von Pl werden am
effektivsten nach Alphabestrahlung beobachtet., Die Verdnde-
rungen sind jedoch auch nach UV-Bestrahlung (Blockierung in
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der S-Phase), Serumentzug (Blockierung in der G, -Phase) und
durch Purinentzug bei V 79 purl Zellen, die durch Hemmung
der DNA- und RNA-Synthese (Sriram und Taylor, 1977) an der
Gl/S-Grenze blockiert werden, nachzuweisen. Es scheint also,
da jede Blockierung des normalen Zellzyklusablaufes die
Syntheseverdanderung von P1 und P3 induziert, unabhdngig von
der Zellzyklusphase, in der die Blockierung stattfindet.
Daflir sprechen auch die Befunde, daB nach Alphabestrahlung
von V 79 purl Zellen sowohl unter normalen Wachstumsbedin-
gungen (—>» Blockierung in G2) als auch unter Purinentzug
(— Blockierung an G1/S) die Veranderungen im gleichen MaB
auftreten,

Aufgrund der Steigerung der Synthese von P2 und P3 mit zuneh-
mender Dauer der G2-Blockierung nach Alphabestrahlung und
beginnendem Absinken nach ca. 40 Stunden, kdnnten diese
Proteine in die Requlation der Blockierung involviert sein.
Dies deshalb, da das Absinken der Syntheserate zu einem Zeit-
punkt beginnt, an dem ein groBer Teil der G2-blockierten Zellen
erneut mit der Replikation des Genoms (Endoreduplikation) be-
ginnt (Liicke-Huhle, unveroffentlicht), was als Entkopplung
zelluldrer Prozesse interpretiert wird.

Bravo et al. (1982) haben ein Protein beschrieben, "Cyclin"
genannt, welches in verschiedenen Zellkulturen nach Rontgen-
strahlen und in nicht proliferierenden Kulturen, dahnlich wie
Protein P1l, vermindert synthetisiert wird. Aufgrund der ver-
schiedenen Molekulargewichte der beiden Proteine scheint je-
doch Identitdt ausgeschlossen.

Das Protein P2, das durch Alphabestrahlung stark stimuliert
wird, nach UV-Bestrahlung und in V 79 purl nach Alphabestrah-
lung unter Purinentzug vermindert synthetisiert wird, zeigt
damit gewisse G2-Spezifitat. Aufgrund der vergleichbaren
elektrophoretischen Eigenschaften zeigt es Ahnlichkeiten mit
einem Protein in Hela-Zellen, Bravo und Celis (1980) finden
flir dieses Protein abnehmende Synthese vom Beginn zum Ende

der Mitose.
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Die Veranderung der Proteinsyntheserate von P1, P2 und P3

kann trotz unbekannter Funktion der Proteine als zellulidrer
Marker betrachtet werden, um den Proliferationszustand von
Zellpopulationen und mdogliche Schiden durch verschiedene Noxen

ZU erkennen.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Ergebnisse erhdrten die Vor-
stellung, daB die Schddigung des Chromatins von Sdugetier-
zellen durch ionisierende Strahlung die Ursache fir die G2-
Blockierung und damit auch fiir das Ausmap der spateren Zell-
inaktivierung darstellt. Dariiber hinaus zeigen Untersuchungen
am G2-Chromatin, daf die G2-Blockierung als Reparaturphase
anzusehen ist, die die Uberlebenschance der Zelle erhoht.

Die Reparatur schlieft fehlerhafte Reparatur ein, die zwar
die Kondensation des Chromatins fiir die mitotische Teilung
erlauben kdnnte, nicht aber eine Erhdhung der Uberlebensrate
bewirkt, Eine Verklirzung des G2-Zustandes einer Zelle durch
Coffein ist weniger auf direkter Inhibierung von Reparatur-
prozessen, sondern in einer Anderung der Chromatinstruktur zu
suchen,die der Zelle die Kondensation des Chromatins ermdoglicht,

ohne die Schdden repariert zu haben.
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E. ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Arbeit werden kausale Zusammenhdnge zwi-
schen Chromosomenschaden, G2-Blockierung und Zellinaktivierung
aufgezeigt. Diese biologischen Strahlenwirkungen sind abhdngig
von der absorbierten Strahlendosis und werden am effektivsten
durch dicht-ionisierende Strahlung mit einem LET von etwa

100 keV/y hervorgerufen. Aus diesem Grunde waren 241Amer1c1um—
Alphateilchen (LET 120 keV/u) fiir die folgenden Untersuchungen

besonders geeignet.

Bestrahlung mit Alphateilchen verursacht bei allen untersuch-
ten Sdugetierzellen eine drastische Blockierung in der G2-Phase
und eine, im AusmaB korrelierbare Abnahme des Zelllberlebens
(RBE 4,2 - 6,6). Auch die zytofluorometrisch gemessenen Empfind-
lTichkeitsunterschiede in Abhidngigkeit vom Zellalter oder zwi-
schen verschiedenen Zellinien (Chinesische Hamsterzellen V 79
und Mdusefibroblasten L 929) zeigen Korrelation zwischen G2-
Blockierung und Zellinaktivierung.

Mit der PCC-Technik kann gezeigt werden, daB iiber 90 % der
G2-blockierten Zellen massive Schadigung ihres Chromatins auf-
weisen, Neben Briichen und Austauschfiguren (G2*) lassen sich
mit zunehmender Dosis Chromosomen mit dekondensierten Bereichen
(G2#%*) nachweisen. Diese Befunde unterstiitzen die Vorstellung,
daR Chromatinschdden flir die G2-Blockierung verantwortlich ge-

macht werden konnen,

Reparaturprozesse wahrend der G2-Blockierung werden durch Ein-
bau radioaktiver DNA-Bausteine in G2 Zellen nachgewiesen. Ferner
wird eine Abnahme von stark geschddigten G2*¥-PCC mit zuneh-
mender Dauer der G2-Blockierung gefunden.

Zugabe von 2 mM Coffein fiihrt zu einer drastischen Verkiirzung
des G2-Blocks. Die Zellen gehen 1in die Mitose,ohne ihre Chromo-
somenschiden repariert zu haben., Versuche zur Aufkldrung-des

" Wirkungsmechanismus mit radioaktivem Coffein und anschliefender
Autoradiographie zeigen, daB Coffein im Zellkern Tokalisiert
ist. Das kann als ein weiterer Hinweis gewertet werden, daB eine
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Struktur des Zellkerns als Target fiir die G2-Blockierung in
Frage kommt.

Ergebnisse mittels der 2D-Gelelektrophorese zeigen direkt

nach der Bestrahlung keine Verdnderung der Gesamtproteinsyn-
these, so daB ein Fehlen von Hauptproteinen als Ursache fiir

die G2-Blockierung ausscheidet. Zu spdteren Zeiten (ab 8 Std.
nach Bestrahlung) wird jedoch ein Protein (P1: MG 39 000 D)

mit verminderter Rate synthetisiert, wdhrend die Syntheseraten
von zwei anderen Proteinen (P2: MG 42 000 D und P3: MG 60 000 D)
stimuliert werden. Ahnliche Verdnderungen der Syntheseraten
dieser Proteine finden sich jedoch auch dann, wenn Zellen durch
andere Einfllisse im Zellzyklus blockiert werden. Diese Proteine
konnen damit als zelluldre Marker fiir den Proliferationszu-
stand einer Zellpopulation angesehen werden.

Alle Befunde dieser Arbeit unterstiitzen die Vorstellung, daB
die strahleninduzierte Blockierung von Sdugetierzellen in der
GZ2-Phase durch Chormatinschaden verursacht wird. Die Verldn-
gerung der G2-Phase gibt der Zelle jedoch auch die Moglichkeit
zur Reparatur dieser Schaden, wodurch die Uberlebenschance
einer bestrahlten Zelle erhoht wird.
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Uber]ebens@a@gg”pggh A]pha—ﬂyngrgqmmabegﬁtgh]gqg 9?@,??1§tive

piojpgjsghergffqgtivitét
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60

e

Am- Co-Gamma - RBE-Werte
Zellinie Alphateilchen Strahlung
P37 D10 Dy Dy RBE5,, R°F10
V 79 0,85 1,8 3,6 7,6 4,2 4,2
V 79 purl 0,8 1,8 3,6 7,6 4,2 4,2
L 929 0,57 1,2 3,8 6,6 6,6 5,5
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Zellzyklusphasenverteilung von exponentiell

wqqhsenden_Kontrq[}ze11eq

Zel1- | Methode 61 S G2 M
linie (%) (%) [ (%) l (%)
vV 79 FMF + MI 30 50 16* 4
L1 - 59 - -
PCC + MI 19 58 19 4
L 929 FMF + MI 55 30 11% 4

* G2-Anteil wurde aus der Differenz von zytofluorometrisch

gemessenen G2 + M Anteil und Mitoseindex berechnet.

(FMF = FluBzytometrie, MI = Mitoseindex, LI = Markierungsindex)
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Tabelle 3

Pfo;entua]grﬂnﬁeile abgyrgpter G2-PCC in V.79 Zellen

nach Alphabestrahlung mit verschiedenen Dosen

Dosis Anzahl der aberrante G2 Prozentsatz
(Gy) {untersuchten - —— —| aberranter G2-PCC
G2-PCC G2* G2 ¥
0 70 6 6 17
0,1 50 14 8 44
0,25 51 24 7 56
0,5 45 24 11 78
1,0 70 40 16 80
1,75 74 45 15 82
2,5 72 30 33 88
3,5 58 28 25 89
4,38 87 45 36 93




Zeitabhdngiger Anstieg aberranter G2-PCC nach

Tqbe]

- K =

le 4

1,75 und 4,38 Gy Alphateilchen

Dosis 1,75 Gy 4,38 Gy
Zeit nach Be- aberrante aberrante
strahlung (Std) G2 (%) G2¥* G2¥** G2 (%) G2* G2¥**
6 74 50 24 82 50 32
8 82 53 29 93 49 44
10 81 61 20 93 52 41
11 82 63 19 - - -
12 76 59 17 94 54 40
13 - - - 91 59 32
14 82 66 16 93 62 31
16 - - - 91 69 22




Tabel1eﬁ5

Autqra@iggtgphigph‘gfmitte1tefr%ﬂfThymidin-Einbau

in alphabestrahlten V 79 Zellen

Behandlung der Zellen Anzahl der Silberkdrner in

Markierungs-

S-PCC G2*-PCC G2¥*¥-PCC index (%)
> 10 Korner
Kontrolle 70 + 12 - - 59 + 3
Kontrolle + HU 10 + 4 - - 9 + 2
4,38 Gy 60 + 16 9 + 3 27 + 38 + 3
4,38 Gy + HU 29 + 7 8 + 3 15 + 30 £+ 3
-3

HU = Hydroxyharnstoff (5 x 10 M)
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Tabe11e 6

Beeinflussung G2-blockierter Zellen durch Coffein

Behandlung der Prozentsatz | aberrante Klassifizierung
Zellen G2-PCC G2-PCC (%) G2* G2#**
12 Std nach
4,38 Gy 94 91 59 32
12 Std nach
4,38 Gy + 59 90 57 33
2 Std 2 mM
Coffein
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Tabelle Z

Relative Protginsynthese von P1, P2 und P3 in

exponentiell wachsenden und synchronisierten

V 79 Zellen
Wachstums- p1 po p3
stadium
exponentiell 0,70 0,45 0,11
G1 0,20 0,33 0,12
S 1 0,55 0,31 0,17
G2 0,60 0,34 0,30
M 0,37 0,54 0,40
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Tabe]]e 8

Relative Proteinsynthese von P1, P2 und P3 nach

Proliferationsblockierung von V 79 Zellen

Behandlung der P po p3
Zellen

Kontrolle 0,70 0,45 0,11

Serumentzug 0,47 0,65 0,64

1,75 Gy « 0,28 0,90 0,44

4,38 Gy o 0,10 1,18 0,76

15 J/m? UV 0,59 0,29 0,71
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Tabg}]e 9

Relative Proteinsynthese von P1, P2 und P3 in

der Mutante V 79 purl

Behandlung der Pl P p3
Zellen

Medium pur’ 0,58 0,71 0,25

Medium pur 0,31 0,69 0,69

4,38 Gy a 0,14 0,86 0,93
. +

Medium pur

4,38 Gy o 0,19 0,19 1,04

Medium pur
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Abbildung 1

Bestrah]ungsanordnung fiir Alphabestrahlung

a KulturgefiB, bestehend aus einem Glasring mit
Melinexfolie als Boden und Plastikdeckel

b Schwenkbare Probenhalterung

o Hoheneinstellung fir Probenhalterung
241Americium—A]phaqueHe

e Rofierender Tisch der Strahlenquelle
f Antriebriemen

g Antriebmotor

h Plastikhaube




Uberlebensrate [N/N,]
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Abbildung 2

Dosis-Effekt~Kurven fir das Uberleben nach

241Amer1cium—A1phate11chen (ausgefiillte Symbole)

und 6OCoba1t—Gammastrah1en (offene Symbole) von
V79 Zellen (Kreise), V 79 purl (Quadrate) und

L 929 Zellen (Dreiecke).
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Abbildung 3

7Jeitlicher Verlauf des Mitoseindex von V 79 Zellen
(oben) und L 929 Zellen (unten) nach Bestrahlung
exponentiell wachsender Kulturen mit verschiedenen
Dosen von Alphateilchen. Die of fenen Kreise sind

Kontrollwerte.
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Abbildung 4

DNA-Histogramme von V 79 Zellen, gemessen in
2-stiindigen ‘Intervallen nach 0,88 Gy (obere Reihe)
und 1,75 Gy Alphateilchen (untere Reihe).
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Abb11dung 5

Zellzyklusveranderungen von V 79 Zellen (1links) und
L 929 Zellen (rechts) nach Alphabestrahlung, errechnet
aus zytofluorometrisch gemessenen DNA-Histogrammen.
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Abbildung 6

Prozentuale Anteil

e von Zellen im G2+M-Komparti-

ment nach verschiedenen Dosen von Alphateilchen

in Abhdangigkeit von der Zeit nach Bestrahlung

(V 79: oben; L 929:

unten).
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Abbildung 7

Zytofluorometrisch gemessene G2+M-Ansammlung
nach Alphabestrahlung in Abhdngigkeit von der
Dosis. V 79 Zellen (oben), L 929 Zellen (unten).
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Abbildung 8

Vorzeitig kondensierte Chromosomen von unbestrahlten V 79 Zellen

nach Sendai-Virus~induzierter
Fusion mit mitotischen Zellen.

G1-PCC: Chromosomen mit einem langen, meist spiraligen Chromatid
S-PCC : "pulverisiertes" Chromatin

G2-PCC: Chromosomen mit zwei Chromatiden, deutlich langer als Metaphasechromosomen.




- 69 -

100

V7S o o= ST _L.386y

8¢
'/ "Osee 1,756y

G,- PCC [%)]

ol 1 o
o 4 8 12 16 20

Zeit nach a - Bestrahlung [Std]

Abbildung 9

Ansammlung von G2-Zellen, ermittelt durch PCC-Analyse
nach 1,75 Gy (e) und 4,38 Gy (®) Alphateilchen in
Abhdngigkeit von der Zeit nach Bestrahlung. Zum Ver-
gleich sind die zytofluorometrisch erhaltenen Kurven
eingezeichnet (1,75 Gy «+., 4,38 Gy ---).
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Abbildung 10

Durch PCC-Analyse ermittelte maximale Ansammlung von
V 79 Zellen in G2 nach Alphabestrahlung in Abhdngig-
keit von der Dosis. Zum Vergleich ist die zytofluoro-

metrisch erhaltene Kurve eingezeichnet (---).
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Abbildung 11

Zytofluorometrisch ermittelte Zellzyklusverdnderungen

von synchronisierten L 929 Zellen nach Bestrahlung mit

Alphateilchen wihrend der Gl-Phase (I) und der S-Phase (IT).

Kontrolle (e), 0,15 Gy (b) und 0,3 Gy (o).



- 72 -

100

"O\_o' 4’. ° o
— 80 - e~ ©

-X-LS

R

> 60}

e @

O

D

a- 40

=)

ab

*g 20o

—

&L | | 1 | | | i | 1

2 U 2 3 4 5

Dosis [Gy]

Abbildung 12

Prozentsatz aberranter G2-Zellen nach Alphabestrahlung

(bestimmt durch PCC-Analyse) in Abhdngigkeit von der

Dosis.

G2* = aberrante G2-Zellen mit Briichen, dizentrischen
und azentrischen Chromosomen sowie verschiedenen
Austauschfiguren.

G2*¥*= aberrante G2-Zellen mit Ulberwiegend Briichen und
dekondensierten Zonen.
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Abbj}dungrl3

Vorzeitig kondensierte Chromosomen aberranter
G2-Zellen nach Alphabestrahlung.

G2¥-PCC : Chromosomen mit Briichen und Austauschen,
sowie di- und azentrische Chromosomen.

G2**-PCC: Chromosomen mit lUberwiegend Briichen und
dekondensierten Bereichen.

Die stark kondensierten Chromosomen stammen von den

zur Fusion verwendeten V 79 Mitosen.
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Abbildung 14

Wirkung von Coffein auf die Alphastrahlen-
induzierte Reduktion des Mitoseindex von V 79
Zellen. 8 Stunden (Pfeil) nach einer Dosis von
4,38 Gy wurde zu jedeyr Probe 2 mM Coffein und
0,17 wg/ml Colcemid (e) bzw. nur Colcemid (o)
gegeben.
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Abbildung 15

Zweidimensionale Trennung der pulsmarkierten Proteine
von V 79 Kontrollzellen (oben) und alphabestrahlten

V 79 Zellen (4,38 Gy) 39 Stunden nach Bestrahlung (unten).
Die Proteine mit verdnderter Syntheserate (P1, P2 und P3)
und das Referenzprotein (Ref) sind mit Pfeilen markiert.
Die Trennung in der ersten Dimension erfolgte nach der |
Ladung der Proteine (IEF; saure Proteine sind rechts),

in der zweiten Dimension nach ihrem Molekulargewicht
(SDS; das Molekulargewicht nimmt von ‘oben nach unten ab).
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AbbiTdung 16

Relative Proteinsyntheserate der Proteine Pl (e),

P2 (m) und P3 (4) in V 79 Zellen in Abhingigkeit von
der Zeit nach 4,38 Gy Alphateilchen. Die Werte wurden
durch densitometrische Messung der Filmschwdrzung von
Fluorogrammen zweidimensionaler Gele ermittelt. Als
Referenzprotein wurde ein Protein genommen, welches
keine Verdnderungen zeigt.
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Abbildung 17

Relative Proteinsyntheserate der Proteine Pl (e),

P2 (@) und P3 (&) in V 79 Zellen 24 Stunden nach
Alphabestrahlung in Abhdngigkeit von der Dosis. Die
Werte wurden durch densitometrische Messung der Film-
schwdrzung von Fluorogrammen zweidimensionaler Gele
ermittelt. Referenzprotein wie in Abb. 16,
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Abbildung 18

MoTekulargewichtsbestimmung der Proteine P1, P2
und P3 durch eindimensionale Gelelektrophorese
(15 % SDS) zusammen mit 14C—Markerprote1nen (M)
Myosin: MG 200 kD (a), Phosphorylase b: MG 92 kD (b),
Rinderserumalbumin: MG 69 kD (c), Ovalbumin: MG 46 kD
(d), Carboanhydrase: MG 30 kD (e) und Lysozym:

MG 14 kD (f).
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Abbildung 19

Fragmentmuster der Proteine Pl und P2 nach
begrenztem proteolytischem Verdau durch V8
Protease.

M: 14C—Markerprote1ne (Myosin: MG 200 kD,

Phosphorylase b: MG 92 kD, Rinderserumalbumin:
MG 69 kD, Ovalbumin: MG 46 kD, Carboanhydrase:
MG 30 kD und Lysozym: MG 14 kD).




