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1 Einleitung

1.1 Onkologische Epidemiologie und Therapie

Krebserkrankungen machen in den Industrienationen die zweithdufigste Todesursache
nach den Herz-Kreislauferkrankungen aus. Statistiken sagen voraus, dass ungefihr 30%
aller US-Amerikaner wihrend ihrer Lebenszeit einen malignen Tumor entwickeln
werden, zwel von drei Betroffenen werden an dieser Erkrankung versterben (Andreoli
et al. 1997). Die am héufigsten befallenen Organe sind bei der Frau Brustdriise, Darm
und Kolorektum, beim Mann Prostata, Kolorektum und Lunge (Krebs in Deutschland,
2006). Hierbei hat die Inzidenz bei den meisten malignen Tumoren in den letzten
Jahrzehnten stetig zugenommen. Dies liegt nicht nur an der generell lidngeren
Lebenserwartung, sondern auch an Zivilisationsfaktoren, wie z. B. Erndhrung (erhohte
Fett- und verminderte Ballaststoffzufuhr, Nikotin- und Alkoholabusus) und erhsGhter
UV-Strahlungsexposition (Riede und Schifer 1993).
Grundsitzlich kann jede teilungsfihige Zelle entarten. Dies kann experimentell durch
chemische (z.B. Nitrosamine) und physikalische (ionisierende Strahlung, UV-
Strahlung) Noxen sowie durch bestimmte Viren (z.B. Papillomaviren) ausgelost
werden. Allen diesen Faktoren ist eine Wechselwirkung mit der DNA gemeinsam. Uber
verschiedene  Mechanismen (z. B. Protoonkogen-Aktivierung, Mutation von
Tumorsuppressorgenen, Verlust von Chromosomenstiicken (LOH)) resultiert ein Defizit
der normalen Zellregulation, das zu einer Zellkommunikationsstorung,
Proliferationsenthemmung und Entdifferenzierung der Zelle fiihrt. Dies sind die
Ursachen fiir das ungehemmte Wachstum maligne entarteter Zellen (Riede und Schifer
1993).
Die onkologische Therapie ist je nach Tumorzellbiologie und Tumorstadium
unterschiedlich und individuell abzuwigen. Generell gibt es drei gro3e Therapiepfeiler:
1. Die chirurgische Resektion, die bei den meisten soliden Tumoren zum Einsatz
kommt, kann bei ausreichender Radikalitit zur Kuration fithren, hinterlafSt
jedoch hidufig Mikrometastasen, so dass oft eine Radio-/ Chemotherapie
nachgeschaltet bzw. gelegentlich vorgeschaltet wird.
2. Die Radiotherapie wird meist in Kombination mit der lokalen Resektion und/
oder Chemotherapie angewendet, kann aber auch bei bestimmten malignen
Erkrankungen (z. B. Hodgkin-Lymphom) als Monotherapie mit kurativem

Ansatz eingesetzt werden.
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3. Die Chemotherapie, bis auf Ausnahmen systemisch angewandt, kann bei einigen
Malignomen als Monotherapie kurativ wirken (z. B. beim Chorionkarzinom),
wird aber auch hdufig neoadjuvant (d. h. prdoperativ, um die Operabilitit zu
verbessern) und adjuvant (d.h. nach Durchfiihrung einer lokalen
Tumortherapie) durchgefithrt mit der Zielsetzung einer Verminderung der
systemischen Mikrometastasierung (Andreoli et al. 1997). Selbst nach
Ausschopfung aller Therapiemoglichkeiten (zu denen unter anderem auch die
Hormon- und Immuntherapie zdhlen) kann sehr hidufig keine Kuration erzielt
werden. Hier wirken o. g. Manahmen nur palliativ und sollten in Hinsicht auf
eine eventuelle Lebensverlingerung, jedoch vor allem fiir den Erhalt einer

ausreichenden Lebensqualitdt angewandt werden.

Die grundsitzlichen Ziele einer kombinierten Radio- und Chemotherapie sind eine
erhohte lokale Tumorkontrolle, eine verminderte Metastasierungsrate und eine
vergroferte Uberlebenswahrscheinlichkeit. Das Grundprinzip ist hierbei, einen hohen
therapeutischen Quotienten zu erreichen, d.h. maximale Schiddigung der malignen
Zellen bei minimaler Schiddigung des gesunden Gewebes. Eine verstirkte Wirkung auf
den Tumor ist besonders zu erwarten, wenn Radio- und Chemotherapie allein bereits

kurativ wirksam sind (Fu 1992).

1.2 Effekte von Cisplatin

Die zytostatische Aktivitdt von anorganischen Platin-Verbindungen wurde erstmalig
1969 von Rosenberg et al. beschrieben. Hauptreprédsentant dieser Verbindungsklasse ist
das Cisplatin ((NH3),PtCl, = cis-Diammindichloroplatin(Il) = ¢cDDP (Abb. 1)) mit
einem zentralen Platinatom, welches tumorhemmende Wirkungen besitzt. Es wird heute
eingesetzt in der Therapie der HNO-, Lungen-, Prostata-, Zervikal-, Ovarial-, Blasen-
und Speiserohren-Karzinome sowie des malignen Melanoms, wobei die grofite
Wirksamkeit gegeniiber den Urogenitaltumoren erzielt wird. Einhorn beschrieb 1993
komplette Remissionsraten bei Hodentumoren von bis zu 70% mit der
Kombinationstherapie aus Cisplatin, Vinblastin und Bleomycin im Vergleich zu
Remissionsraten von 36% bei Chemotherapien ohne Cisplatin, die in den 70er Jahren
durchgefiihrt wurden (Hartenstein und Clemm 1995). Eine aktuelle Ubersicht der
klinischen Anwendung von Cisplatin und seiner Kombination mit anderen

Chemotherapeutika geben Boulikas und Vougiouka (2004). Nebenwirkungen der
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Therapie mit Cisplatin sind die hdufige Nephrotoxizitit, gastrointestinale Irritationen,

Innenohrschédden und periphere Neuropathien.

Cl Cl
N
7P >

I

Abbildung 1: cis-Diammindichloroplatin(II)

3

Der Wirkmechanismus beruht auf der hohen Affintidt der cis—(NHg)Pt2+—Einheit
gegeniiber den Guanin-Basen der DNA, die nach kovalenter Bindung zu Cisplatin-
DNA-Monoaddukten und -Biaddukten innerhalb eines Stranges der DNA (Intrastrand
Crosslinking) bzw. von zwei gegeniiberliegenden Striangen (Interstrand Crosslinking)
fiihrt. Als Folge treten lokale Denaturierung und Destabilisierung der DNA, Stérungen
der Basenpaarung und Punktmutationen auf. Die Platinum-Addukte koénnen durch
Reparaturenzyme in unterschiedlichem Ausmal} entfernt werden, abhingig von der
Enzymausstattung der Zelle. Ein weiterer Effekt ist die Vernetzung zwischen Cisplatin
mit RNA und Proteinen, die zu einer Hemmung bestimmter Enzyme fithren kann

(Kopf-Maier und Kopf 1986).
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Abbildung 2: Mogliche DNA-Addukte nach Einwirkung von Cisplatin auf DNA
(Bearbeitung der Vorlage nach Dewit 1987, S. 405).
1 Monofunktionell gebundene Cisplatin-Einheit
2 Interstrand Crosslink
3 Intrastrand Crosslink
a 1,2d(GpG)
b 1,3d(GpXpG)
¢ 1,2d(ApG)
4 DNA-Protein Crosslink

Eastman beschrieb 1985 die Verteilung der Platination an der DNA. Der Intrastrand
Crosslink macht den Hauptanteil aus, mit praferentieller Platination bestimmter DNA-
Sequenzen: GpG 65%, ApG 25%, GpXpG 6% aller Platinationen. Interstrand

Crosslinks und DNA-Protein Crosslinks sind nur in weniger als 1 % aller Platinationen
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beteiligt. Auch Fichtinger-Schepman et al. berichteten 1985 eine eindeutige Priferenz
von Platinverbindungen, mit Guaninen der Sequenz GpG zu reagieren.

Diese Platinationen werden mit unterschiedlicher Halbwertszeit (HWZ) von der DNA
entfernt. Fraval und Roberts (1979) beschrieben fiir Sdugerzellen unter
Wuchsbedingungen eine HWZ von 28 h, bei Kulturen in stationdrer Phase eine HWZ
von 4 Tagen. Im letzteren Fall war eine Zunahme der Uberlebenswahrscheinlichkeit der
Zellen von 0,19% direkt nach der Cisplatinbehandlung auf 15,9% nach dreitidgiger
Inkubationszeit nach Cisplatineinwirkung zu beobachten. Es konnte eine lineare
Beziehung zwischen der Anzahl an Platinum-DNA-Lédsionen und der
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Zellen aufgezeigt werden. Es wurde auf einen
enzymatischen Mechanismus der Entfernung von Platinum-DNA-Lisionen geschlossen,
da in isolierter DNA keine Entfernung von Platin von der DNA beobachtet wurde.
Ahnliche Ergebnisse brachten die Untersuchungen von Pera et al. (1981), die eine
Zunahme der Uberlebenswahrscheinlichkeit von 1% direkt nach der Cisplatin-
Behandlung auf 30% nach einer 6-7tdgigen Inkubationszeit stationédrer Zellen zeigten.
Die HWZ aller Platin-Residuen betrug in dieser Studie 2,5 Tage, Interstrand Crosslinks
und DNA-Protein Crosslinks hatten eine geringere HWZ von 1,5 Tagen. Jones et al.
(1991) konnten in ihrer Arbeit diese schnellere Reparatur von Interstrand Crosslinks vs.
der langsameren Reparatur von Intrastrand-Addukten bestétigen.

Die einzelnen DNA-Addukte tragen zur Letalitit der Zellen in unterschiedlichem
Ausmal bei und in der Literatur wird kontrovers diskutiert, welches DNA-Addukt als
toxischste Lision anzusehen ist. Monoaddukte inhibieren die DNA-Synthese nicht und
besitzen somit wahrscheinlich auch keine grofere Toxizitit (Pinto und Lippard 1985).
Unter den Diaddukten werden die Interstrand Crosslinks als die toxischsten Lisionen
angesehen, da sie die DNA- Replikation und Transkription hemmen (Verly and Brakier
1969, Cole 1971). Fichtinger-Schepman et al. beschrieben 1995 das Platinum-A-G-
Diaddukt als toxischste Lision und gaben den Anteil der Interstrand Crosslinks an den
gesamten DNA-Addukten mit 2% an. Bei Transplatin, der im Vergleich zu Cisplatin
weitaus weniger toxischen Platinverbindung, findet sich keine niedrigere Anzahl an
Interstrand Crosslinks bei dquimolaren Konzentrationen bei Hefezellen und somit keine
eindeutige Korrelation von DNA-Interstrand Crosslinks mit der
Uberlebenswahrscheinlichkeit der Zellen, zumal der Interstrand Crosslink auch nur
einen geringen Anteil an der Gesamtzahl der Addukte ausmacht (Wilborn und Brendel

1989). Unter den Intrastrand Crosslinks ist nach Cisplatin-Einwirkung der GpG
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Crosslink die haufigste Form. Aus stereochemischen Griinden kann Transplatin diesen
Crosslink nicht bilden (Lippert 1996). Die Addukte, die durch Transplatin entstehen,
verdndern die DNA-Doppelhelix in grolerem Ausmall als die durch Cisplatin
induzierten Addukte (Hauptaddukt GpG) und werden somit von den Reparaturenzymen
in stirkerem MaB3e erkannt und effizienter von der DNA entfernt, was zu der geringeren
Toxizitdt von Trans- im Vergleich zu Cisplatin beitragen konnte (Sherman et al. 1985).
Auch Lippert (1996) fiihrte die stidrkere Strukturverdnderung der DNA und die groflere
Variabilitat der gebildeten Addukte durch Transplatin als mogliche Ursache fiir die
hohere Toxizitit von Cisplatin an, weiterhin dazu beitragen konnte It. Lippert (1996) die
Tatsache, dass monofunktionelle Transplatin-DNA-Addukte im Gegensatz zu Cisplatin-
DNA-Addukten auch durch chemische (= nicht enzymatische) Reparatur von der DNA
entfernt werden konnen. Leng et al. (2000) zeigten, dass durch Transplatin
hauptsédchlich monofunktionelle Addukte an Guanin-Basen gebildet werden, die die
DNA-Struktur weniger verdndern und leichter repariert werden konnen als
bifunktionelle Addukte sowie Interstrand Crosslinks an Guanin- und Cytosin-Basen.
Kasparkova et al. (2001) fanden, dass Cisplatin-Addukte, insbesondere der 1,2 GpG
Intrastand Crosslink, die Bindungsfdhigkeit des Tumorsupressors p53 an DNA, die
wichtig fiir die tumorunterdriickende Funktion von p53 ist, vermindert. Transplatin-
Addukte beeinflussen die Bindungsfihigkeit von p5S3 an DNA dagegen nicht. Auch hier
zeigt sich der nur durch Cisplatin, nicht dagegen durch Transplatin gebildete 1,2 GpG
Intrastrand Crosslink iiber die verminderte DNA-Bindungsfihigkeit von p53 als die fiir
die biologische Wirksamkeit entscheidendere Lision.

Chu (1994) beschrieb, dass bei Sdugerzellen die bei einer letalen Dosis gebildeten
DNA-Addukte zum Arrest im Gp-Stadium des Zellzyklus fiihren, die Apoptose
induzieren und somit den Zelltod verursachen. Bei subletalen Dosen kdnnen die Zellen
durch verschiedene Mechanismen, unter anderem Verdnderung von zelluldrer
Aufnahme und Abgabe von Cisplatin, verdnderten  Glutathion- und
Metallothioninspiegeln und vor allem durch Aktivierung von Reparaturproteinen, dem
Zelltod entgehen und eine Resistenz entwickeln.

Es gibt eine Reihe von Untersuchungen iiber die Interaktion zwischen Proteinen und
Cisplatin-DNA-Addukten. Eine wichtige Rolle hierbei scheint die DNA-abhéngige
Proteinkinase (DNA-PK), eine Serin-Threonin-Proteinkinase, zu spielen. Sie besteht aus
zwei Komponenten: dem DNA-Bindungsprotein Ku, einem Heterodimer von 70 und 86

kDa und der katalytischen Untereinheit DNA-PKcs mit einer Groe von 465 kDa.
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DNA-PK wird benoétigt, um z. B. durch ionisierende Strahlung induzierte DSB mittels
NHEJ (nicht-homologe Verkniipfung von DNA-Enden) zu reparieren. Der genaue
Wirkungsmechanismus ist noch unklar, ein Modell fiir die Aktivierung wurde jedoch
basierend auf der Struktur des Molekiils (Leuther et al. 1999) von deFazio et al. (2002)
beschrieben: Ku heftet sich an DNA-Enden und rekrutiert damit DNA-PKcs, welches
sowohl DNA-Doppel- als auch Einzelstrangenden bindet. Zwei DNA-PKcs-Molekiile
bilden dann einen synaptischen Komplex, welcher die DNA-PK aktiviert. Nach
Phosphorylierung verschiedener Proteine, die schlieBlich zu einer Aktivierung von
Xrcc4 (DNA-Reparatur Protein) und Ligase IV fiihren, werden die DNA-Enden
miteinander verbunden. Turchi und Henkels (1996) und Turchi et al. (1997 und 2000)
untersuchten den Wirkungsmechanismus von DNA-PK bei Cisplatin-geschidigter DNA
und fanden eine Hemmung der DNA-PK-Aktivitdt nach Cisplatinbehandlung. Ku kann
Cisplatin-geschiddigte DNA zwar binden, zeigt aber mit zunehmender Cisplatin-Addukt-
Formation eine verminderte Fihigkeit, auf der DNA zu translozieren. Daraus resultiert
schlieBlich eine reduzierte Aktivitit der DNA-PK¢cs und damit eine Hemmung der
NHEJ-Reparatur. DNA-PK phosphoryliert u. a. RPA, welches in der eukaryoten Zelle
u. a. bei der DNA-Replikation, Reparatur und Rekombination eine Rolle spielt (Wold
1997). RPA bindet bevorzugt an Cisplatin-geschiddigte DNA und ist wichtig fiir die
Nukleotidexzisionsreparatur (Patrick und Turchi 1998).

Cisplatin-DNA-Addukte werden durch eine Kombination von Nukleotidexzisions- und
Rekombinationsreparatur von der DNA entfernt (Sancar und Sancar 1988). Vereinfacht
dargestellt beinhaltet die Nukleotidexzisionsreparatur die Erkennung des Schadens,
Inzision des DNA-Stranges auf beiden Seiten der Lasion, Entfernung des veridnderten
Oligonukleotids, Auffiillen der entstandenen Liicke mit Hilfe von DNA-Polymerasen
und Verbindung der DNA-Stiicke durch DNA-Ligase. Es sind Proteine bekannt, die
spezifisch an Cisplatin-, nicht aber an Transplatin-geschidigte DNA binden und zur
Gruppe der high-mobility-group(HMG)-Proteine der Klasse 1 und 2 gehoren (Hughes et
al. 1992). Durch die Bindung der HMG-Proteine an Cisplatin-geschddigte DNA kann
die Reparatur dieser DNA-Schidden inhibiert werden (Turchi et al. 1996, Cohen und
Lippard 2001). Ixrl (intrastrand crosslink recognition) ist ein Hefeprotein, das zur
Gruppe der HMG-Proteine gehort und spezifisch an Cisplatin-geschéddigte DNA bindet,
jedoch nicht an durch Transplatin-verdnderte DNA (Brown et al. 1993). Ixrl maskiert
Cisplatin-DNA-Addukte und verhindert so deren Exzisionsreparatur, was zu einer

erhohten Sensitivitit der Zelle gegeniiber Cisplatin fiihrt. FEine ixrl-defiziente
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Hefemutante weist somit eine hohere Resistenz gegeniiber Cisplatin auf (McA "Nulty et
al. 1996, McA "Nulty und Lippard 1996).

Wie Frankenberg-Schwager et al. (2005) an der bei der restriktiven Temperatur von
36°C rekombinationsdefizienten Hefemutante rad54-3 gezeigt haben, konnen nach
Cisplatineinwirkung DSB entstehen. In Hefezellen werden DSB hauptséichlich durch
den Mechanismus der homologen Rekombination repariert (Osman und Subramani
1998), im  Gegensatz dazu  herrschen  bei  Sidugerzellen  illegitime
Rekombinationsmechanismen wie z.B. das NHEJ vor (Haber 1999). Bei der
homologen Rekombination werden DNA-Strangbriiche durch Kopieren der
verlorengegangenen DNA von einem Schwesterchromatid oder dem homologen
Chromosom repariert. Die homologe Rekombination ist, im Gegensatz z. B. zum NHEJ,
ein konservativer, aber aufwindiger Reparaturmechanismus mit einer geringen
Fehlerrate (Haber 1999). Es existieren verschiedene Modelle zur Reparatur von DSB
durch homologe Rekombination, in Abbildung 3 wird ein Modell (nach Paques und
Haber 1999) schematisch dargestellt. Hierbei werden zunichst die 5”-Enden der DNA
reseziert, dann invadieren die 3’-Uberhinge die intakte homologe Vorlage. Ausgehend
von den 3’-Uberhingen erfolgt die Reparatursynthese unter Bildung von Holliday
Junctions, die aus vier gekreuzten DNA-Stringen bestehen. Die Holliday Junctions
konnen auf zwei verschiedene Arten aufgelost werden: ohne Crossing over werden
beide Holliday Junctions auf gleiche Weise aufgelost, dadurch werden die DNA-
Stringe der homologen Chromosomen nicht ausgetauscht, beim Crossing over dagegen

erfolgt ein Austausch der homologen Chromosomen.
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Abbildung 3: Das DSB-Modell der homologen Rekombination (Bearbeitung der
Vorlage nach Paques und Haber 1999, S. 360).

Die Zytotoxizitdt von Cisplatin unter hypoxischen vs. oxischen Bedinungen wird in der
Literatur kontrovers diskutiert. Wihrend z. B. Teicher et al. (1990) eine verminderte
Toxizitdt von Cisplatin unter hypoxischen Bedingungen beschreibt, zeigen Stratford et
al. (1980) und Matthews et al. (1993) eine hohere Toxizitit von Cisplatin unter
Hypoxie. Dies konnte durch die unterschiedlichen Versuchsanordnungen der einzelnen

Versuchsgruppen bedingt sein. Nach Studium der Literatur scheint der unter 1.4

3-
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beschriebene radiosensibilisierende Effekt von Cisplatin insbesondere unter Hypoxie zu
bestehen (Skov 1992), so dass in der vorliegenden Arbeit die Cisplatinbehandlung unter
oxischen, die Bestrahlung der Hefezellen jedoch unter hypoxischen Bedingungen

erfolgte.

1.3 Effekte ionisierender Strahlung

Bei der Einwirkung von ionisierender Strahlung auf Zellen oder Gewebe entstehen
Radikale durch die Radiolyse des Wassers (Wasserstoffradikale und die stark
oxidierend wirkenden Hydroxylradikale). Bei Anwesenheit von Sauerstoff enstehen
zusitzlich Superoxid- und Perhydroxylradikale, die die erhohte biologische
Wirksamkeit in sauerstoffversorgtem Gewebe erklidren. Die o. g. Radikale, die auch
unter normalen Bedingungen in geringeren Mengen in der Zelle entstehen, konnen bei
hohen Konzentrationen nicht ausreichend inaktiviert werden und fiihren so zu Schiden
in der DNA, indem sie chemisch mit ihr reagieren. Diese Schidden (Einzelstrangbriiche,
Doppelstrangbriiche (DSB), chemische Anderung oder Abspaltung der Purin- und
Pyrimidinbasen) konnen zu Storungen der Replikation und Transkription, zu
Genmutationen und Chromosomenaberrationen fiihren. Die Schiden an der DNA
konnen enzymgesteuert repariert werden. Abhidngig von der Dosis und Art der
Bestrahlung, An- und Abwesenheit von Sauerstoff, Ploidiegrad und Position der Zelle
im Zellzyklus dndert sich die Wahrscheinlichkeit, mit der die Zelle zugrunde geht bzw.
mit der sie mit nicht letalen Verdnderungen oder unbeeinflu3t weiterlebt (Lissner und
Fink 1992).

Phasen erhohter Strahlenempfindlichkeit sind der Ubergang von der G;- zur S-Phase
sowie die Mitose. Zellen, die sich in der postmitotischen Ruhephase Gy befinden, sind
relativ strahlenresistent. In der vorliegenden Arbeit werden Zellen der Hefe
Saccharomyces cerevisisae verwendet, die sich in der stationdren Zellzyklusphase
befinden. Diese ist dadurch gekennzeichnet, dass die Zellen bei limitiertem
Nihrstoffangebot ihr Wachstum einstellen, in die Go-Phase eintreten und damit
synchronisiert werden (Werner-Washburne et al. 1996).

Zellen sind umso strahlenempfindlicher, je mehr DNA sie enthalten. Eine Sdugetierzelle
enthdlt ca. 300mal mehr DNA als eine Hefezelle. Um den gleichen Effekt auf die
Zellinaktivierung zu erzielen, miissen Hefezellen im Vergleich zu Sdugetierzellen mit

der 300fachen Dosis bestrahlt werden.
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Der durch ionisierende Strahlung induzierte DNA-DSB stellt eine kritische Zellldsion
dar. Fiir Hefezellen besteht eine lineare Beziehung zwischen der Anzahl an induzierten
DSB und der applizierten Strahlendosis, wie z. B. Frankenberg-Schwager et al. 1979
gezeigt haben. Nach 48 Stunden Inkubationszeit in Nichtwuchsmedium (NWM) bleiben
DSB nach optimaler Reparatur zuriick, die unter diesen Bedingungen auch nach
weiterer Inkubationszeit irreparabel sind. Die Anzahl der nicht reparierten DSB steht
hierbei in einer quadratischen Funktion zur applizierten Dosis (Frankenberg-Schwager
et al. 1980 b).

Ein DSB ist eine potentiell todliche Lision (PLD) (Ho 1975). Resnick und Martin
beschrieben 1976, dass bei DSB-reparaturdefekten Mutanten der Hefezelle
Saccharomyces cerevisiae ein bis zwei DSB pro Zelle mit einem todlichen Ereignis
korrelieren. Frankenberg et al. (1981) zeigten, dass etwa ein DSB pro Zelle zu deren
Untergang fiihrt. Dabei sind zwei Mechanismen fiir den Zelltod verantwortlich: Wird
ein DSB nicht repariert (wie z. B. bei DSB-reparaturdefekten Zellen) wirkt er an sich
bereits todlich, zum anderen konnen in reparaturkompetenten Zellen zwei DSB
miteinander interagieren und iiber eine bindre Missreparatur zum Zelltod fiihren
(Frankenberg-Schwager et al. 1980 a und b, Frankenberg-Schwager et al. 1985;
Frankenberg-Schwager und Frankenberg 1990).

Unter Einfluss von Sauerstoff besteht eine erhohte Wirksamkeit der Bestrahlung durch
die zusitzlich entstehenden Superoxid- und Perhydroxylradikale, dies ist der so
genannte Sauerstoffeffekt oder OER, der unter verschiedenen Bedingungen variieren
kann. Frankenberg-Schwager et al. haben 1979 beschrieben, dass der OER fiir die
Induktion von DSB in Hefezellen bei 3.0 +0.1 liegt, fiir die Koloniebildungsfihigkeit
dagegen bei 1.9 +0.2. Dariiber hinaus zeigten Frankenberg-Schwager et al. 1991, dass
der OER fiir DSB im Verlauf der DSB-Reparatur abnimmt. Die DSB, die in oxischen
Zellen induziert wurden, zeigten eine biphasische Kinetik der Reparatur. Eine
komplexere Reparaturkinetik der DSB zeigte sich nach Bestrahlung anoxischer Zellen.
Hier traten sekundire DSB auf, die wahrscheinlich wihrend der Inkubation bestrahlter
Zellen durch reparaturbedingte Einschnitte anderer strahleninduzierter DNA-Schidden
entstanden waren. Dies ist eventuell der Grund fiir den hoheren Anteil an nicht
reparierbaren DSB, der in unter Anoxie bestrahlten Zellen gemessen wurde.

Die Induktion und Reparatur der DSB ist nicht nur abhingig vom Oxygenierungsstatus
der Zellen zum Zeitpunkt der Bestrahlung, sondern auch von den Konditionen der

Inkubation der Zellen nach Bestrahlung. Mehrfach wurde in Untersuchungen an
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Hefezellen die Inkubation in Nichtwuchsmedium (z. B. Phosphatpuffer) der Inkubation
in Wuchsmedium (z. B. YPD) gegeniibergestellt (Frankenberg-Schwager et al 1980 a
und b; Frankenberg-Schwager et al. 1988 a; Frankenberg-Schwager et al. 1995). Dabei
zeigte sich, dass die Reparatur von DSB unter Wuchsbedingungen zwar schneller
abliduft, jedoch eine geringere Genauigkeit als die DSB-Reparatur unter
Nichtwuchsbedingungen aufweist. Dies wurde auch mit Hilfe eines Plasmidsystems
untersucht, in welches DSB oder Deletionen definierter GroBe durch
Restriktionsenzyme eingefiihrt wurden. Nach Transfektion des Plasmids in Hefezellen
wurde festgestellt, dass unter Wuchsbedingungen die Verkniipfung der DNA-Enden in
nur 35% aller Fille korrekt war, wihrend unter Nichtwuchsbedingungen der Anteil der
korrekten Verkniipfungen bei 52% lag (Frankenberg-Schwager et al. 1995). In
Ubereinstimmung damit ist das Uberleben der Zellen hoher, wenn diese nicht sofort
nach Bestrahlung auf Wuchsagar plattiert werden, sondern erst nach einer dazwischen

geschalteten Inkubation unter Nichtwuchsbedingungen.

1.4 Kombination von Cisplatin und Bestrahlung

Ein wichtiges Ziel in der Strahlentherapie von malignen Neoplasien ist die Erhohung
der Strahlenempfindlichkeit von Tumorzellen. Stoffe, die in den DNA-Stoffwechsel
eingreifen, wie z. B. Doxorubicin, Adriamycin und Daunorubicin, erhohen die zelluldre
Strahlenempfindlichkeit. Carde und Laval (1981) stellten bei Hepatomzellen auch bei
der Kombination von Cisplatin und Bestrahlung eine erhohte Zellinaktivierung fest.
Dieser Effekt ist hoher bei Hypoxie vs. Oxie und bei niedrigen vs. hohen
Bestrahlungsdosen, wie Korbelik und Skov (1989) bei V79-Hamsterzellen zeigen
konnten. Melvik und Pettersen (1988) beschrieben einen bei hoheren Temperaturen
(37°C vs. 22°C) stiarker ausgeprigten radiosensibilisierenden Effekt von Cisplatin bei
Bestrahlung von hypoxischen Cervixcarcinomzellen. Hier zeigten sich jedoch
hypoxische Zellen bei der Cisplatinbehandlung weniger empfindlich als oxische Zellen.
Die Cisplatinbehandlung wurde in der vorliegenden Arbeit an oxischen Zellen
vorgenommen (s. Kapitel 1.2). Die Bestrahlung cisplatinvorbehandelter Zellen wurde in
den vorliegenden Experimenten unter Hypoxie (N,-Begasung) durchgefiihrt, da, wie
oben angefiihrt, so eine verstirkte Wirkung der kombinierten Behandlung mit Cisplatin
und Bestrahlung zu erwarten war (Carde und Laval 1981, Korbelik und Skov 1989).
Der radiosensibilisierende Effekt wird durch eine Inhibition der Reparatur der

Strahlenschidden durch Cisplatin erkldrt, z. B. wurde von Dolling et al. (1998) bei
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Saugerzellen gezeigt, dass die Reparatur von strahleninduzierten DNA-Briichen durch
DNA-Cisplatin-Addukte beeintridchtigt wird. Cisplatin sollte dabei einige Stunden vor
der Bestrahlung verabreicht werden (Coughlin und Richmond 1989; Begg 1990), da die
DNA-Cisplatin-Addukte erst in diesem Zeitraum ein Maximum erreichen und dann
konstant bleiben.

Die vorliegende Arbeit untersucht die mutmaBliche Rolle von DSB am
radiosensibilisierenden Effekt von Cisplatin im Modell der Hefemutante rad54-3, die

einen temperaturabhingigen Defekt in der Reparatur von DSB aufweist.

1.5 Mutante rad54-3 der Hefe Saccharomyces cerevisiae als Modell

Die Hefe Sacchoromyces cerevisiae ist ein eukaryoter Einzeller, dessen Genom gut
untersucht und charakterisiert ist (Mortimer et al. 1992). Game und Cox haben 1971
Mutanten der Hefe Saccharomyces cerevisiae beschrieben, die verschiedene
Reparaturdefekte besitzen. Es ist daher ein geeignetes Modell, um sowohl biologische
als auch molekulare Aspekte von DNA-Schidden und deren Reparatur zu untersuchen.
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten diploiden Zellen der Mutante rad54-3
zeigen eine Temperaturabhingigkeit der DSB-Reparatur. Bei der restriktiven
Temperatur von 36°C ist keine DSB-Reparatur nachweisbar, und die Zellen sind sehr
empfindlich gegeniiber ionisierenden Strahlen. Bei der permissiven Temperatur von
23°C findet DSB-Reparatur statt, was zu einer erhohten Strahlenresistenz fiihrt (Budd
und Mortimer 1982). DSB werden in Hefezellen hauptsichlich durch den Mechanismus
der homologen Rekombination (s. Kapitel 1.2) repariert. Die mitotische Rekombination
und somit die Rate an Genkonversionen bei dieser Mutante ist bei der restriktiven
Temperatur vermindert (Saeki et al. 1980, Frankenberg-Schwager et al. 1994 a). Mit
einem einfachen Temperaturshift 146t sich bei der Hefemutante rad54-3 die homologe
Rekombination, somit auch die DSB-Reparatur an- und abschalten, was ein Vorteil in
der isolierten Betrachtung des Reparaturmechanismus der homologen Rekombination,
der Induktion von DSB und deren nachfolgender Reparatur ist. Die Nukleotidsequenz
des RAD54-Gens, welche ca. 3,0 kb betrigt, wurde von Emery et al. (1991)
beschrieben.

Das Gen kodiert das Protein Rad54p, welches eine DNA-abhingige ATPase-Aktivitit
besitzt und wahrscheinlich zur Gruppe der Chromatinstruktur-verdndernden Proteine
gehort.  Sein Beitrag zur Rekombinationsreparatur konnte somit in einer

Ummodellierung der Chromatinstruktur liegen, wodurch Reparaturproteinen der
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Zugang zu den DNA-Schiden gewihrt wird (Paques und Haber 1999). Das RAD54-Gen
ist nicht essentiell fiir das Uberleben der Hefezelle, aber von groBer Bedeutung fiir die
DSB-Reparatur. Cole et al. (1987) fanden, dass die Expression des RAD54-Gens durch
verschiedene DSB verursachende Substanzen induziert werden kann.

Der Mechanismus der DSB-Reparatur ist unterschiedlich in Sduger- und Hefezellen.
Wihrend in Sidugerzellen das DSB end-joining, eine Form der nichthomologen
(illegitimen) Rekombination dominiert, herrscht bei Hefezellen die homologe
Rekombination zwischen Chromosomen oder Schwesterchromatiden vor (Osman und
Subramani 1998). Bei dieser Interaktion miissen Hunderte von Basenpaaren (fast)
perfekt zueinander passen (Paques und Haber 1999).

DSB-reparaturdefiziente Mutanten von Hefezellen, z. B. die Mutante rad52, sind
hypersensitiv gegeniiber Cisplatin (Hannan et al. 1984, Abe et al. 1994). Dolling et al.
(1999) untersuchte die Wirkung von Cisplatin in Kombination mit Bestrahlung oxischer
und hypoxischer Zellen verschiedener Mutanten von Saccharomyces cerevisiae. Es fand
sich eine Radiosensibilisierung durch Cisplatin in rekombinationsfahigen Zellen.
Dagegen zeigten rekombinationsdefekte Zellen der Mutante rad52 keine
Radiosensibilisierung. Dies deutet darauf hin, dass der radiosensibilisierende Effekt von
Cisplatin durch eine Inhibition von DNA-Reparaturprozessen bedingt ist, die die
homologe Rekombination beinhalten. Dolling et al. (1999) fanden in ihrer Arbeit keinen
Unterschied in der Radiosensibilisierung durch Cisplatin bei Bestrahlung der Zellen
unter Hypoxie vs. Oxie. Dies steht im Gegensatz zu den Untersuchungen von Korbelik
und Skov (1989), die eine verstirkte Radiosensibilisierung durch Cisplatin bei
Bestrahlung hypoxischer Saugerzellen beobachteten. In der vorliegenden Arbeit erfolgte
trotz der nicht eindeutigen Ergebnisse in der Literatur die Cisplatin-Behandlung unter
Oxie, die Bestrahlung jedoch unter hypoxischen Bedingungen.

Erste Hinweise auf eine mogliche Rolle von DSB fiir die cytotoxische Wirkung von
Cisplatin deuteten sich durch die erhohte Inaktivierung von rad54-3-Zellen bei der
restriktiven (36°C), nicht aber bei der permissiven Temperatur (23°C) fiir die DSB-
Reparatur an (Frankenberg-Schwager et al. 1988 b). Der direkte Nachweis dieser DSB
gelang Frankenberg-Schwager et al. (2005): Rad54-3-Zellen, die eine Stunde mit
Cisplatin behandelt worden waren, akkumulierten DSB im Verlauf einer nachfolgenden
Inkubation in Wuchsmedium, wenn deren Reparatur bei 36°C gehemmt wurde. Das

Maximum an DSB war nach etwa 24 Stunden erreicht. Danach blieb das Niveau an
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DSB bei 36°C konstant, wihrend bei der permissiven Temperatur (23°C) eine Abnahme

der DSB durch Reparatur erfolgte (Greif 1999).

1.6 Fragestellungen

Bisher liegen keine Untersuchungen iiber die Reparatur von DSB nach Bestrahlung
hypoxischer Zellen der Hefemutante rad54-3 allein und in Kombination mit einer
vorausgegangenen Behandlung mit Cisplatin vor. Deshalb wurde zunidchst die
Induktion von DSB nach Bestrahlung hypoxischer Zellen gemessen und die
Reparaturkinetik dieser DSB unter Nichtwuchsbedingungen verfolgt. Daran
anschlieend wurde untersucht, wie sich eine Vorbehandlung der Zellen mit Cisplatin
auf die Reparatur strahleninduzierter DSB auswirkt. Diese Untersuchungen sollen einen
Beitrag zum Verstidndnis der Wechselwirkungen auf der Ebene von DSB liefern, die
nach kombinierter Behandlung mit Cisplatin und Bestrahlung auftreten. Moglicherweise
lassen sich aus solchen Untersuchungen Verbesserungsansitze fiir die

Kombinationstherapie ableiten.

Die vorliegende Arbeit untersucht vor diesem Hintergrund folgende Fragen:

1. In welchem Ausmal treten DSB nach alleiniger Bestrahlung mit verschiedenen
Dosen auf und wie erfolgt die Reparaturkinetik?

2. Beeinflusst die Vorbehandlung mit Cisplatin das Ausmal
bestrahlungsinduzierter DSB und deren anschlieBende Reparatur?

3. Stellt die N,-Begasung vor der Bestrahlung einen methodischen Storfaktor dar
und wie sollten die Ergebnisse bereinigt werden?

4. Ist die Vergleichbarkeit der Ergebnisse nach Auswertung der Aufnahmen mittels

konventioneller vs. digitaler Fotografie gegeben?
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2 Material und Methoden

2.1 Zellen

Zur Durchfithrung der Versuche wurden diploide Zellen der temperaturabhingigen
radiosensitiven Mutante rad54-3 der Hefe Saccharomyces cerevisiae verwendet (Game
und Mortimer 1974), die freundlicherweise Dr. J. Game zur Verfiigung gestellt hat.
Diese Mutante zeigt bei der restriktiven Temperatur von 36°C keine Reparatur von DSB
und ist strahlenempfindlich, bei der permissiven Temperatur von 23°C ist die DSB-
Reparatur jedoch moglich, dies macht die Zellen strahlenresistent (Budd und Mortimer
1982). Diese Temperaturabhingigkeit bezieht sich nur auf die DSB-Reparatur durch
homologe Rekombination, andere DNA-Schiden, wie z.B. Basenschiden und
Einzelstrangbriiche werden sowohl bei 23°C als auch bei 36°C repariert (Frankenberg-

Schwager et al. 1987).

2.2 Zellkultur und Weiterzucht

Fiir die Versuche wurden bei -20°C eingefrorene Zellen aufgetaut und auf jeweils 20 ml
YPD-Agar (1% Yeast Extract, 2% Pepton, 2% Glukose, 0,75% Oxoid-Agar) in einer
sterilen Petrischale bei 30°C im Brutschrank 3-4 Tage lang bis zur Bildung von
Makrokolonien bebriitet. Danach wurden die Zellen bei 4°C aufbewahrt. Alle 8 Tage
wurde eine Kolonie mit einer Impfose fiir die Weiterzucht auf eine frische Stammplatte
ausgestrichen und bebriitet.

Fiir jeden Versuch wurden jeweils 10 Kolonien von der Stammplatte mit einer sterilen
Impfose abgenommen und die Zellen in einem Erlenmeyer-Kolben in 100 ml fliissigem
YPD (1% Yeast Extract, 2% Pepton, 2% Glukose) suspendiert. Dieser Ansatz wurde in
einem 30°C-Brutschrank unter Schiitteln inkubiert. Nach Erreichen der stationéren
Wachstumsphase hatten sich die Zellen bis zu einem Zelltiter von ca. 8-10x10’
Zellen/ml vermehrt. Alle Manipulationen mit den Zellen fanden unter sterilen

Bedingungen statt.

2.3 Bestimmung des Zelltiters und Waschen der Hefezellen

Der Zelltiter wurde mit einer Neubauer-Zdhlkammer bei 320facher VergroBerung

bestimmt. Um die exakte Zellzahl bestimmen zu konnen, mussten hohere
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Ausgangskonzentrationen vorher entsprechend mit Puffer auf den zum Zihlen
geeigneten Zelltiter von 1-2,5x10” Zellen/ml verdiinnt werden. Es wurden die Zellen
von zwei bis vier GroBquadraten, jeweils bestehend aus 16 Kleinquadraten, gezéhlt.
Mittels des bekannten Volumens von 4 nl iiber einem Groflquadrat, unter Einrechnung
der Verdiinnung, konnte der Zelltiter (Zellzahl/ml) berechnet werden.

Pro Versuchsansatz wurde eine Zellsuspension mit etwa 6-7x10° Zellen mit 6000xg bei
4°C fiir eine Minute zentrifugiert (Laborkiihlzentrifuge Typ 4123 Minifuge 2 Fa.
Haereus-Christ) und der Uberstand dekantiert. Die sedimentierten Zellen wurden in 10
ml 67 mM Phosphatpuffer (59 mM KH,PO,;, 8 mM Na,HPO,x2H,0, pH 7,0)
suspendiert, erneut zentrifugiert und wieder resuspendiert. Nach einer zweimaligen
Waschung waren die Zellen von YPD-Resten weitestgehend befreit und konnten der

weiteren Behandlung, wie unter 2.5 und 2.6 beschrieben, zugefiihrt werden.

2.4 Behandlung der Hefezellen mit Cisplatin und Akkumulation von DNA-
Doppelstrangbriichen

Die gewaschenen, in 10 ml 67 mM Phosphatpuffer suspendierten Zellen wurden im
Verhiltnis 3:1 (Cisplatin-Ansatz:Kontrollansatz) auf zwei Plastikrohrchen verteilt und
durch Zentrifugation sedimentiert. Die fiir den Cisplatin-Versuch bestimmten Zellen
wurden in 0,75 ml Cisplatin-Losung (Cisplatin-Losung 100, GRY-Pharma GmbH, 0,5
mg Cisplatin/ml = 1,67 mM) resuspendiert, welche mit einer Kaniile unter sterilen
Bedingungen entnommen wurde. Die Cisplatin-Behandlung der Zellen dauerte eine
Stunde und wurde im 36°C-Brutschrank unter konstanter Rollbewegung durchgefiihrt,
um eine homogene Suspension der Zellen zu gewihrleisten. Bei dieser Temperatur
konnen eventuelle wihrend der Cisplatin-Behandlung auftretende DSB von der Mutante
rad54-3 nicht repariert werden. Die Kontrolle wurde entsprechend behandelt, wobei
Cisplatin durch Aqua bidest ersetzt wurde. Danach wurden beide Ansitze zentrifugiert
und die sedimentierten Zellen zweimal mit jeweils 5 ml Phosphatpuffer gewaschen. Die
sedimentierten Zellen wurden danach in 48 ml auf 36°C vorgewirmtes YPD (Cisplatin-
Ansatz) bzw. in 16 ml YPD (Kontrollansatz) resuspendiert, so dass fiir beide Ansitze
der gleiche Zelltiter (ca. 1,O><108 Zellen/ml) vorlag, und unter Schiitteln im 36°C-
Brutschrank fiir 24 Stunden inkubiert. Wie in einer vorangegangenen Untersuchung
gezeigt wurde, lassen sich unter diesen Bedingungen in den Zellen DSB nachweisen,
die nach 24 Stunden ihren Maximalwert erreichen (Frankenberg-Schwager et al. 2005).

Wihrend der 24stiindigen YPD-Inkubation der Cisplatin-behandelten Zellen erfolgte
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eine Vermehrung des Ausgangstiters von 1,0x10° Zellen/ml bis auf etwa 1,4x10°
Zellen/ml.

Nach der Inkubation in YPD bei 36°C wurden die Zellen zweimal mit Phosphatpuffer
gewaschen, um YPD-Reste zu entfernen. Zu Beginn der Versuchsreihen wurde dazu
Phosphatpuffer mit Zimmertemperatur (20°C) benutzt, spiter wurde 4°C kalter Puffer
verwendet, um Reparaturprozesse moglichst gering zu halten. Die in Phosphatpuffer
resuspendierten Zellen wurden nun einer Bestrahlung (s. 2.6) zugefiihrt. Fiir die
Messung von DSB wurde nach der einstiindigen Cisplatin-Behandlung sowie nach der
24stiindigen Inkubation der Zellen in YPD Proben (je 4x10® Zellen) entnommen, die
Aufarbeitung der Proben wird in Kapitel 2.8.1 beschrieben.

2.5 Bestrahlung hypoxischer Hefezellen

Gewaschene, unbehandelte oder Cisplatin-behandelte Zellen wurden in 8 ml
Phosphatpuffer (Titer 7-8x10° Zellen/ml) resuspendiert, in ein Bestrahlungsgefif
iiberfiihrt und bis zur Begasung auf Eis gekiihlt. Das Bestrahlungsgefdl wurde in einen
Behilter eingesetzt, der mit 4°C kaltem Wasser durchspiilt wurde, um
Reparaturprozesse wihrend der Begasungs- und Bestrahlungszeit zu minimieren. Zur
Gewinnung von hypoxischen Zellen wurde in die zu bestrahlende Suspension iiber
einen Sterilfilter (Porengrofle 0,2 um, Fa. Sartorius) ein Gasgemisch aus 95% N, und
5% CO, mit einer FluBrate von 30 Ixh™! eingeleitet, wodurch auch eine Durchmischung
der Suspension erzielt wurde. In Vorversuchen wurde festgestellt, dass 20 Minuten
Begasung der Zellsuspension ausreichten, um hypoxische Zellen zu erhalten. Die
Begasung wurde auch wihrend der Bestrahlung nicht unterbrochen.

Eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus ist in Abbildung 4 zu sehen.
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Kiihlwasserzulauf
Kiihlwasserablauf
Gaszufuhr

Sterilfilter

8 ml Hefezellensuspension
Bestrahlungsgefil} aus Glas
Kiihlwasser 4 °C
Rontgenstrahlung 200 kVp

TQTMmT QW

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Bestrahlungsaufbaus

Die Bestrahlung mit Rontgenstrahlen erfolgte mit einem Stabilipan-Rontgengeriit
(Rohrenspannung 200 kVp, Cu-Filter 0,5 mm, Stromstédrke 20 mA, GleichmiBigkeit der
Feldausleuchtung >98%) der Fa. Siemens bei einer Dosisrate von 15 Gyxmin™. Es
wurden Strahlendosen von 150, 200 und 300 Gy appliziert. In regelméBigen Abstinden
wurde eine Eisensulfat-Dosimetrie durchgefiihrt (DIN 6800, Teil 3) (Normenausschuf3
Radiologie im DIN, Normenausschu3 Kerntechnik im DIN 1980). Der Fehler der

Dosismessung bewegte sich hierbei im 1%-Bereich.

2.6 Reparaturversuche

Nach der Bestrahlung bzw. nach kombinierter Behandlung mit Cisplatin und
Bestrahlung wurden die Zellen in Phosphatpuffer, das in dieser Arbeit auch als NWM
bezeichnet wird, auf ca. 1,O><108 Zellen/ml verdinnt und unter Schiitteln bei 23°C, der
permissiven Temperatur fiir die DSB-Reparatur, inkubiert. Zur Ermittlung der
Reparaturkinetik von DSB in bestrahlten bzw. vorher zusitzlich Cisplatin-behandelten
Zellen wurden jeweils 0, 2, 4, 6, 24 und 48 Stunden nach Bestrahlung Proben zu je

4x10® Zellen entnommen.
2.7 Bestimmung der DN A-Doppelstrangbriiche mittels Pulsfeldgelelektrophorese

2.7.1 Probenaufbereitung und Herstellung von Agaroseblockchen

Die Probenaufbereitung erfolgte im Wesentlichen nach der Methode von Mortimer et

al. (1992). Fiir jeden Messpunkt wurde eine Probe von 4x10® Zellen bendtigt, die durch
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Zentrifugation sedimentiert und in 2,5 ml 0,5 M EDTA pH 9,0 resuspendiert wurden.
Unter diesen Bedingungen wird die Fragmentierung der DNA durch Nukleasen
gehemmt, deren Aktivitit von zweiwertigen lonen abhédngt, die durch das EDTA
komplexiert werden. Die Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert, die Zellen in 1 ml
SCE (1 M Sorbitol, 0,1 M Natriumcitrat, 10 mM EDTA pH 7,5) suspendiert und in ein
Eppendorf-Rohrchen iiberfiihrt. Die Zellwinde der Hefen wurden durch Lyticase
(Endkonzentration 250 U/ml, Fa. Sigma) wihrend einer 30 miniitigen Inkubation im
Wasserbad ohne Schiitteln angedaut und zwar bei 36°C, so dass die Reparatur von DSB
wihrend dieser Zeit nicht moglich war. Danach wurden die Proben bei 4°C fiir 5
Minuten mit nur 2000xg (Mikro-Rapid/K 1306, Fa. Hettich) zentrifugiert, um die
fragilen Sphiroblasten zu schonen. Die sedimentierten Sphiroblasten (ca. 70 ul) wurden
mit 430 pl Sorbit+EDTA (1 M Sorbit, 0,5 M EDTA) versetzt und mit einer
abgeschnittenen und abgerundeten sterilen Eppendorf-Spitze vorsichtig resuspendiert.
Diese Suspension (500 pl) wurde mit einem gleichem Volumen auf 40°C erwirmter
2%iger Agarose (Low Melting Point (LMP)-Agarose, Typ A-9414, Fa. Sigma, gelost in
0,125 M EDTA, pH 7,8) gemischt, so dass die Sphéroblasten in einer 1%igen LMP-
Agarose homogen verteilt waren. Davon wurden jeweils 100 ul (ca. 4x10” Zellen) in
rechteckige Vertiefungen einer auf Eistemperatur gekiihlten Plastikform pipettiert und
mindestens 10 Minuten auf Eis belassen, bis die Agaroseblockchen erstarrt waren.
Danach wurden die Blockchen in 2,5 ml ES (0,5 M EDTA, 1% N-Laurylsarcosine, pH
9,5) tiberfiihrt, das mit 1 mg/ml Proteinase K versetzt war. Darin wurden die Bléckchen
16-20 Stunden im 50°C-Wasserbad unter leichtem Schiitteln inkubiert, um die
Zellmembranen und Proteine zu verdauen. Nach dieser Behandlung lag die von allen
iibrigen Zellbestandteilen befreite DNA in einer Agarose-Matrix vor Scherkriften
geschiitzt vor, so dass keine artifiziellen DSB auftreten konnten. Anschlieend wurden
die Blockchen dreimal mit jeweils 2,5 ml TE 50 (10 mM Tris-HCI, 50 mM EDTA, pH
7,5) gewaschen und fiir ca. 6 Stunden bei 30°C inkubiert, wobei alle 1,5 Stunden TE 50
erneuert wurde. Nach dem letzten Waschen wurden die Blockchen bei 4°C in TE 50

aufbewahrt bis zum Einsatz fiir die Gelelektrophorese.

2.7.2 Herstellung eines Agarosegels und Einbetten der Agaroseblockchen

Fiir die Herstellung eines 1%igen Agarosegels wurde 1 g Agarose (Typ A-9539, Fa.
Sigma) in 100 ml 0,5xTBE (45 mM Tris Base, 45 mM Borsdure, 1 mM EDTA, pH 8,0)

durch Erhitzen gelost, die Losung auf ca. 60°C abgekiihlt und dann in einen
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Gelgieflstand gegossen, der sich auf einer waagrechten Unterlage befand. Die
Abmessung des Gels betrug 120x145x6 mm, an einer der kurzen Seiten wurden durch
einen eingesteckten Kamm zehn Geltaschen fiir die Blockchen ausgespart. Nach
Abkiihlen des Gels wurde der Kamm entfernt, die Blockchen in die Geltaschen mit
einem abgeflammten Spatel hochkant eingebettet und mit 1%iger Agaroselosung (Typ

A-9414, Fa. Sigma, gelost in 0,125 M EDTA; pH 7,8) versiegelt.

2.7.3  Auftrennung von  DNA-Molekiilen nach ihrer GroBle  mittels

Pulsfeldgelelektrophorese

Konventionelle Elektrophorese kann DNA-Molekiile nur bis zu einer Gro3e von 75.000
Basenpaaren (75 kBp) auftrennen (Fangman 1978). Mit der Pulsfeldgelelektrophorese
(PFGE), die auf dem Prinzip eines in der Richtung alternierenden elektrischen Feldes
beruht, wurde eine Methode entwickelt, mit der die 16 Chromosomen einer haploiden
Zelle der Hefe Saccharomyces cerevisiae (0,2-2 MBp) aufgetrennt werden kdnnen
(Schwartz und Cantor 1984, Carle und Olsen 1986). Die nukleire DNA betrigt
insgesamt ca. 9x10° Daltons, wobei das grofite Chromosom 1,5—2,2><109 Daltons
ausmacht. Jedes Chromosom enthélt nur ein DNA-Molekiil (Lauer et al. 1977). Chu et
al. stellten 1986 mit dem CHEF-System eine besondere Form der PFGE vor, die mit
multiplen Elektroden ein homogenes alternierendes elektrisches Feld aufbaut, mit dem
eine bessere Auftrennung der chromosomalen DNA-Molekiile nach ihrer Grofe
moglich ist. Mit einer neueren Version des CHEF-Systems wird die Darstellung der
DNA-Banden noch schirfer, besser voneinander abgrenzbar und nur noch geringfiigig
verzerrt (Chu 1989). Die alternierenden elektrischen Felder befinden sich hier in einem
Winkel von 120° zueinander. In Abbildung 5 wird das Prinzip dieses Systems

dargestellt.
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Abbildung 5: Prinzip der CHEF-Elektrophorese: 1. zeigt eine hexagonale Anordnung
von Elektroden, die ein Gel umgeben. Ein Punkt reprisentiert eine einzelne Elektrode.
Die korrespondierenden Paare, die das alternierende elektrische Feld aufbauen (A™ und
A", B" und B"), stehen im Winkel von 120° zueinander. Die Pulszeit beschreibt die
Dauer, in der das elektrische Potential zwischen einem Elektrodenpaar besteht. Die
negativ geladenen DNA-Molekiile beschreiben eine Zickzackbewegung im Gel, indem
sie sich mit jedem Wechsel des elektrischen Feldes in Richtung Anode reorientieren,
der Gesamtvektor der Bewegung ist jedoch gerade. II. zeigt die Linien gleicher

Feldstirke (Vollrath 1992, S. 20).

In der vorliegenden Arbeit wurde das CHEF-DR II System, Fa. BioRad, verwendet,
bestehend aus der Elektrophoresekammer, Stromversorgung, Steuergerdt und dem
Kryostat Typ 1000 Fa. BioRad mit Durchflusspumpe. Der Elektrophoresetank wurde
mit 2000 ml Laufpuffer (0,5xTBE) gefiillt. Das Gel mit den Agaroseblockchen wurde
mittels einer Grundplatte oder vier Halterungen in der Elektrophoresekammer fixiert.
Der Laufpuffer wurde iiber den Kryostaten auf 14°C gekiihlt und die Léufe erst bei
Erreichen dieser Temperatur gestartet.

Die Elektrophorese lief iiber 22-24 Stunden bei einer Spannung von 200 Volt
(Feldstédrke 7,4 V/cm). In den ersten 9 Stunden wechselte die Richtung des elektrischen
Feldes alle 60 Sekunden, in den folgenden 13-15 Stunden erfolgte der
Richtungswechsel alle 90 Sekunden. Neben verschiedenen anderen Faktoren

(Konzentration des Gels, Lauftemperatur, Laufpufferkonzentration, elektrische
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Feldstarke, Zellkonzentration im Agaroseblockchen) nimmt die Pulszeit entscheidenden
Einfluss auf die Migration der DNA im Gel (Ager et al. 1990, Blocher und Kunhi
1990). Je lidnger die Pulszeit, d. h. je seltener der Richtungswechsel des elektrischen
Feldes, desto besser ist die Auftrennung groerer DNA-Molekiile. Die 1. Pulszeit von
60 Sekunden fiihrt also zu einer besseren Migration der kleineren Hefechromosomen,
die 2. Pulszeit von 90 Sekunden ist fiir die Migration der groBeren Hefechromosomen

giinstiger.

2.7.4 Darstellung der DNA mittels Ethidiumbromid

Nach Beendigung der PFGE wurde die DNA im Gel mittels Ethidiumbromid (EtBr)
angefirbt. Dazu wurde das Gel in 200 ml 0,25xTBE-Laufpuffer mit 0,5ug/ml EtBr 45
Minuten unter leichtem Schiitteln behandelt. Da sich EtBr bei LichteinfluB zersetzt,
wurde die Farbung im Dunkeln durchgefiihrt. AnschlieBend wurde das Gel zweimal mit
200 ml 0,25xTBE gespiilt und danach drei Stunden in 200 ml 0,25xTBE mit 1 pg/ml
RNAse bei 37°C unter leichtem Schiitteln inkubiert. Die RNAse diente zum Abbau der
RNA, die EtBR ebenfalls bindet, wenn auch wesentlich schwicher als die

doppelstriangige DNA.

2.7.5 Quantitative densitometrische Auswertungsmethoden mittels konventioneller vs.

digitaler Fotografie

Die mittels CHEF-Elektrophorese im Gel nach ihrer GroBe aufgetrennten DNA-
Molekiile wurden durch das an die DNA gebundene EtBr unter Bestrahlung mit UV-
Licht dargestellt. Bei der Aufnahme mittels konventioneller Fotografie wurde zur
Anregung der Transilluminator Typ IL-200 M, A = 302 nm (Fa. Bachofer) verwendet.
Die Fotoeinheit bestand aus einer Plattenkamera 18x24 cm (Fa. Linhof), Objektiv
1:9/360 mm (Apo-Artar) und Orange-Filter Typ 023 3x (Fa. B+W). Es wurden s/w-
Negativ-Filme Typ FP-4 plus 125, ISO 125/22° (Fa. Iliford) verwendet, die
Belichtungszeit betrug drei Minuten. Die Negative wurden nach Standardbedingungen
mit einem Feinstkornentwickler entwickelt. Die Negativbilder wurden dann mit einer
Still-Video-Kamera Typ Ion RC-260 (Fa. Canon) aufgenommen und mit einem
Framegrabber Typ QuickIlmage™ 24 (Fa. Mass Microsystems), eingesetzt in einem
Apple Macintosh Quadra 700, digitalisiert. Abbildung 6 zeigt ein exemplarisches

Positivfoto eines Gels.
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Migrationsrichtung DNA
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Abbildung 6: Exemplarisches Positivfoto eines Gels. Die einzelnen DNA-Spuren, die
zu einem Agarose-Blockchen gehoren, verlaufen horizontal. Die abgrenzbaren DNA-

Banden stellen Hefechromosomen dar.

Alternativ wurde die Aufnahme des Gels mit einer CCD-Kamera Typ CF 8/1, s/w,
752x582 Pixel Auflosung (Fa. Kappa), Objektiv Typ Fujinon TV HF16-A2, 1:1.4/16
mm (Fa. Fuji) und Orange-Filter Typ DNA (Fa. Herolab) durchgefiihrt, hierbei wurde
der UV-Transilluminator Typ UVT 2035, A = 312 nm (Fa. Herolab) benutzt. Die
Zwischenspeicherung des Bildes erfolgte im Steuergerit der Kamera, Typ MFC (Fa.
Kappa). Die Digitalisierung erfolgte auch hier mit dem Framegrabber Typ
QuickImage™ 24 (Fa. Mass Microsystems) in einem Apple Macintosh Quadra 700.

Die digitalisierten Bilder beider Aufnahmemethoden wurden in einer Auflosung von
768x576 Pixel und 256 Graustufen im Bildformat Macintosh PICT abgespeichert und

mit Hilfe des Programms NIH-Image, Version 1.60 fiir Macintosh, ausgewertet.
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Mit dem Gel Plotting Macro wurden die Graustufenprofile jeder DNA-Spur dargestellt
(Abb. 7). Der Hintergrund des Agarose-Gels wurde anhand einer Leerspur bestimmt,
und dieser Wert wurde von allen DNA-Spuren abgezogen. Die aus den Blockchen
wihrend der Elektrophorese herausgewanderte DNA wurde als Integral der Flache der
Profilkurve iiber dem Hintergrund quantifiziert und der relative Anteil der 1. Bande am
Gesamtintegral (re.DNAT) wurde errechnet. Pro Gel liefen zwei Kontrollproben des
gleichen Versuches mit, deren Auswertung der DNA-Profile den entsprechenden
Kontrollwert (rel. DNA1K) lieferte.

Die Auswertung mittels elektronischer Bildverarbeitung basiert auf dem Vergleich der
relativen Fldche unter der 1. DNA-Bande der behandelten Zellen mit der der
unbehandelten Kontrollzellen. Die 1. DNA-Bande entspricht den am langsamsten in das
Gel gewanderten, somit ldngsten DNA-Molekiilen der Hefe. Es wurde speziell die 1.
DNA-Bande fiir die Bestimmung von DSB herangezogen, da die Abnahme der
Intensitdt der 1. DNA-Bande nur bedingt ist durch die Fragmentierung der ldngsten
DNA-Molekiile, im Gegensatz dazu zeigen die 2. DNA-Bande und in zunehmendem
MaBe alle folgenden DNA-Banden sowohl eine Intensititsabnahme infolge
Fragmentierung ihrer jeweiligen DNA-Molekiile als auch eine Intensitdtszunahme
durch Fragmente groerer DNA-Molekiile. Ein Vergleich mit einem BioRad-Hefe-
Standard ergab, dass die 1. Bande DNA der Chromosomen XII (2200 kbp) und IV
(1600 kbp) enthilt. Die Anzahl der DSB wurde deshalb auf eine mittlere DNA-Linge
von 1900 kbp bezogen. Die Abnahme der relativen Fliche der 1. DNA-Bande durch
DSB nach Cisplatin-Einwirkung bzw. Bestrahlung ist ein MaB fiir die Anzahl der DSB.
Unter der Annahme einer statistischen Verteilung der DSB wurde die Anzahl der DSB
pro DNA-Molekiil (1900 kbp) unter der 1. Bande (DSBxI. Bande'l) nach Gleichung 1

berechnet.

rel. DNA1

Gleichung 1 DSBxI.Bande! =-In —————
rel. DNA1K



2 Material und Methoden 26

M_ﬁmﬁ O™ e, 2 o i Lia A

t -

In Agaroseblockchen Migrationsrichtung DNA
verbliebene DNA

Abbildung 7: Exemplarische Darstellung einer Leerspur und zweier DNA-Spuren nach
Bearbeitung mit dem Programm NIH-Image. Die Leerspur A (Agarose-Gel ohne DNA)
wird als Hintergrund von allen anderen Spuren abgezogen. B ist die DNA-Spur
unbehandelter Zellen, auf deren relativen Anteil der 1. Bande am Gesamtintegral man
sich bezieht. Die Spur C stellt die DNA-Verteilung einer Cisplatin-behandelten Probe
nach anschlieBender 24stiindiger Akkumulation von DSB dar. Die Abnahme der
relativen Flidche unter dem 1. Peak im Vergleich zur Kontrolle weist auf das Auftreten

von DSB hin.

Die Ergebnisse beider Aufnahmemethoden wurden abschlielend statistisch verglichen,

um zu testen, ob quantitative Unterschiede vorliegen, die z. B. aus der nicht-linearen
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Beziehung zwischen der emittierten Lichtintensitdt und der Schwiérzung des Films bei
der konventionellen fotografischen Aufnahme resultieren konnten. Hierbei wurde der

Wilcoxon-Vorzeichenrangtest (nach Hartung et al. 1987) verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Induktion und Reparaturkinetik von Doppelstrangbriichen nach Bestrahlung

hypoxischer Hefezellen

Hypoxische Zellen wurden mit Dosen von 200 Gy bzw. 300 Gy bestrahlt und die
Reparatur der strahleninduzierten DSB wihrend der Inkubation der Zellen in NWM bei
23°C, der permissiven Temperatur fiir die DSB-Reparatur, untersucht. Abbildung 8
zeigt die Induktion der DSB in Abhingigkeit von diesen Dosen. Bei 200 Gy wurden im
Mittel pro 1. Bande 0.21 +0.09 DSB induziert, bei 300 Gy 0.27 +£0.07 DSB (Tabelle 1
und 2).

©
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Abbildung 8: Anzahl der DSBx1. Bande™ nach Bestrahlung hypoxischer Zellen
der Hefemutante rad54-3 mit 200 Gy bzw. 300 Gy. Es sind die Mittelwerte (®) von

jeweils 11 Versuchen mit den entsprechenden Standardabweichungen aufgetragen.

Die Ergebnisse der Reparaturversuche nach den Reparaturzeiten 0, 2, 4, 6, 24 und 48
Stunden sind in Tabelle 1 bzw. 2 fiir die verschiedenen Experimente aufgelistet, mit
dem Mittelwert x und der Standardabweichung s. In Abbildung 9 bzw 10 sind diese
Ergebnisse grafisch dargestellt fiir die Dosen 200 bzw. 300 Gy.
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Reparatur- | Exp.

zeit/h Nr.1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11|x S
Kontrollen,

N,-begast 0,13 -0,07 -0,11 0,06 0,00 0,06 0,13 0,10 0,00 0,00 0,10| 0,04| 0,08
200 Gy, 0 0,19 020 0,12 037 0,06 0,18 027 032 021 0,16 0,24| 0,21| 0,09
200 Gy, 2 0,19 0,03 0,12 0,58 0,21 0,12 0,06 024 0,21 0,24| 0,20| 0,15
200 Gy, 4 0,19 0,03 0,18 037 021 0,18 0,13 0,10 0,13 0,16 | 0,17| 0,09
200 Gy, 6 0,19 020 0,18 0,29 0,13 0,25 -0,06 0,16 0,21 0,16 | 0,17| 0,09
200 Gy, 24 0,06 -0,03 0,06 0,13 0,06 0,00 -0,11 -0,03 0,13 0,16 | 0,04 | 0,09
200 Gy, 48 0,19 0,08 025 0,13 0,06 0,06 0,00 0,10 0,21 0,03| 0,11| 0,08

Tabelle 1: Anzahl der DSBx1. Bande™ nach Bestrahlung hypoxischer Zellen der
Hefemutante rad54-3 mit 200 Gy und anschlieBender Reparatur unter
Nichtwuchsbedingungen  bei  23°C (x: arithmetischer ~ Mittelwert; S:
Standardabweichung, Kontrollen: unbestrahlte Zellen nach 20miniitiger Hypoxie).
Wegen technischer Griinde (zu niedrige Zellzahlen) konnten nicht alle Ergebnisse des

Experiments Nr. 10 verwendet werden.
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Abbildung 9: Kinetik der Reparatur von DSB nach Bestrahlung hypoxischer
Zellen der Hefemutante rad54-3 mit 200 Gy. Die Reparatur erfolgte unter
Nichtwuchsbedingungen bei 23°C. Die Anzahl der DSBx1. Bande™ ist in Abhingigkeit
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von der Reparaturzeit aufgetragen. Es sind die Mittelwerte (@) von 11 Versuchen mit

den entsprechenden Standardabweichungen angegeben.

Reparaturzeit/h Exp. Nr.1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 X s
Kontrollen, N,-begast 0,07 -0,13 0,05 0,02 0,05 -0,03 003 0,17 0,05 0,00 -0,03 0,02 0,07
300 Gy, 0 0,30 022 022 031 029 020 043 0,17 034 027 0,26 027 0,07
300 Gy, 2 0,30 022 022 0,19 0,11 0,14 035 0,05 027 0,10 0,18 0,19 0,09
300 Gy, 4 0,30 022 022 0,19 0,05 020 021 0,17 0,15 0,15 0,10 0,18 0,07
300 Gy, 6 0,18 0,09 0,16 038 -0,05 0,14 003 0,05 0,10 0,10 0,18 0,12 0,11
300 Gy, 24 0,18 0,09 0,16 -0,10 0,14 0,15 0,11 0,10 0,05 0,10 0,10 0,08
300 Gy, 48 0,07 0,03 022 002 -005 0,08 003 -0,10 0,15 0,15 0,18 0,07 0,10

Tabelle 2: Anzahl der DSBx1. Bande™' nach Bestrahlung hypoxischer Zellen der

Hefemutante

Nichtwuchsbedingungen

rad54-3 mit
bei

300

Gy

23°C

und

(x:

Standardabweichung, Kontrollen: unbestrahlte Zellen nach 20miniitiger Hypoxie).

anschlieBender

arithmetischer

Reparatur

Mittelwert;

unter

S:

Wegen technischer Griinde (zu niedrige Zellzahlen) konnten nicht alle Ergebnisse des

Experiments Nr. 4 verwendet werden.

DSBx1. Bande'

Zeit/h

Abbildung 10: Kinetik der Reparatur von DNA-DSB nach Bestrahlung

hypoxischer Zellen der Hefemutante rad54-3 mit 300 Gy. Die Reparatur erfolgte unter
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Nichtwuchsbedingungen bei 23°C. Die Anzahl der DSBx1. Bande™ ist in Abhingigkeit
von der Reparaturzeit aufgetragen. Es sind die Mittelwerte (@) von 11 Versuchen mit

den entsprechenden Standardabweichungen angegeben.

Die Ergebnisse der Reparaturkinetik zeigen, dass die DSBx1. Bande™ nach Bestrahlung
hypoxischer Hefezellen mit 200 Gy um den Faktor 5 (von 0.21 DSBxI. Bande™ auf
0.04 DSBx1. Bande™) nach 24 Stunden Reparaturinkubation abnehmen. Der nach 48
Stunden leichte Anstieg der DSBx1. Bande™ auf 0.11 ist nicht wesentlich. Nach einer
Strahlendosis von 300 Gy werden 0.27 DSBx1. Bande™ induziert, deren Anzahl nach
einer 24stiindigen Reparaturinkubation bis auf 0.1 DSBx1. Bande™' abnimmt. Nach 48
Stunden ist hier eine nicht wesentliche Abnahme auf 0.07 DSBxI1. Bande' zu
beobachten. Die meist bei 0.07 — 0.09 DSBxI. Bande liegende relativ grof3e
Standardabweichung der einzelnen Mittelwerte macht eine genaue Bestimmung der
Halbwertszeiten fiir die DSB-Reparatur schwierig. Sie betrdgt bei Bestrahlung mit 300
Gyca.5h.

3.2 Induktion von Doppelstrangbriichen nach Cisplatin-Behandlung von Hefezellen

Frankenberg-Schwager et al. (2005) konnten zeigen, dass in rad54-3-Zellen, die eine
temperaturabhingige Féhigkeit zur DSB-Reparatur aufweisen, DSB infolge einer
Cisplatin-Behandlung auftreten. Diese DSB akkumulieren, wenn Zellen nach Cisplatin-
Behandlung in Wuchsmedium (YPD) bei der fiir die DSB-Reparatur restriktiven
Temperatur inkubiert werden und somit keine Abnahme der DSB durch
Reparaturprozesse stattfinden kann. Nach 24 Stunden ist das Maximum an DSB
erreicht, bei weiterer Inkubation bleibt das Niveau an DSB konstant. Ausgehend von
diesen Ergebnissen wurde in der vorliegenden Arbeit eine Kombinationstherapie
Cisplatin und Bestrahlung simuliert und auf der Ebene von DSB untersucht.

Zellen der Hefemutante rad54-3 wurden in einer Cisplatin-Losung fiir eine Stunde bei
der restriktiven Temperatur von 36°C inkubiert, bei der keine DSB repariert werden.
Frankenberg-Schwager et al. (2005) hatten zuvor gezeigt, dass wihrend der
einstiindigen Inkubationszeit keine DSB auftreten. Nach der Cisplatin-Behandlung
sowie nach der anschlieBenden 24stiindigen Inkubation der Zellen in Wuchsmedium bei
36°C wurde eine DSB-Messung durchgefiihrt. Die Cisplatin-Behandlung sowie die

nachfolgende Inkubation wurden unter Oxie durchgefiihrt. Die Ergebnisse von 24
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Experimenten sind in Tabelle 3 numerisch und in Abbildung 11 als Blockdiagramm

dargestellt.

Nr. des Experiments | Cis, 1 h, 36°C | Cis, 1 h, 36 °C + 24 h YPD, 36°C
1 0,12 0,33
2 0,13 0,47
3 -0,03 0,34
4 0,35 0,35
5 0,06 0,37
6 0,03 0,35
7 0,08 0,52
8 0,04 0,92
9 0,06 0,69
10 0,18 0,69
11 0,11 0,64
12 0,02 0,71
13 0,00 0,63
14 0,07 0,51
15 -0,03 0,38
16 0,08 0,25
17 -0,03 0,34
18 0,05 0,60
19 0,03 0,43
20 0,09 0,66
21 0,00 0,37
22 0,03 0,30
23 0,17 0,46
24 0,00 0,53
X 0,10 0,49
S 0,08 0,17

Tabelle 3: Anzahl der DSBx1. Bande” in Cisplatin-behandelten Zellen und
anschlieender 24stiindiger Inkubation in YPD bei 36°C. (x: arithmetischer Mittelwert,
s: Standardabweichung, 1. Spalte: nur Cisplatin-Behandlung, 2. Spalte: Cisplatin-
Behandlung und 24stiindige Inkubation in YPD bei 36°C).
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Inkubationszeit Cisplatin-behandelter Zellen in YPD, 36°C/h

Abbildung 11: Akkumulation von DSB wihrend einer 24stiindigen Inkubation in
Wuchsmedium bei 36°C. Die Anzahl ist in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit
aufgetragen. Es sind die Mittelwerte von 24 Versuchen mit den entsprechenden

Standardabweichungen angegeben.

3.3 Reparaturkinetik von Doppelstrangbriichen nach kombinierter Behandlung mit

Cisplatin und Bestrahlung

Fiir die Kombinationsversuche wurden die Zellen zunichst eine Stunde bei 36°C mit
Cisplatin behandelt und danach 24 Stunden bei 36°C unter Wuchsbedingungen
inkubiert, um eine Akkumulation der Cisplatin-bedingten DSB zu erreichen (siehe 3.2).
Da aus der Literatur bekannt ist, dass bei kombinierter Behandlung mit Cisplatin und
Bestrahlung eine verstirkte Wirkung vorliegt, wenn hypoxische statt oxische Zellen
bestrahlt wurden (Carde und Laval 1981, Korbelik und Skov 1989), sind in den
vorliegenden Experimenten alle Bestrahlungen an hypoxischen Zellen durchgefiihrt
worden. Dazu wurden die Zellen in 20°C warmen Puffer iiberfiihrt und unter Kiihlung
mittels 4°C kalten Wassers 20 Minuten vor und wihrend der Bestrahlung mit N, begast.
Die hypoxischen Zellen wurden mit Dosen von 150, 200 und 300 Gy bestrahlt und die
Kinetiken der DSB-Reparatur von 0 — 48 Stunden wihrend der Inkubation der Zellen in
NWM bei 23°C gemessen. Dabei handelte es sich zum einen um DSB, die nach

Cisplatin-Behandlung auftreten, zum anderen um strahleninduzierte DSB.
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Die Ergebnisse der Reparaturversuche nach Bestrahlung Cisplatin-behandelter Zellen

mit einer Dosis von 150 Gy sind in Tabelle 4 dargestellt.

Reparaturzeit/h Exp. Nr. 1 2 3 4 5 6 X S
Cis, 1 h, 36°C 0,12 0,13 -0,03 0,35 0,06 0,03|0,11| 0,13
Cis, 1 h, 36°C + 24 h YPD, 36°C 0,33 0,47 034 0,35 0,37 035|037 0,05
Cis, 1 h, 36°C + 24 h YPD, 36°C + N, 0,33 0,58 0,65 0,53 0,37 0,62]|0,51| 0,13
Cis + 150 Gy, Reparatur 0 h 041 047 085 0,75 0,58 0,62|0,61| 0,17
Cis + 150 Gy, Reparatur 2 h 0,49 047 048 0,63 047 0,72|0,54| 0,11
Cis + 150 Gy, Reparatur 4 h 0,25 0,58 0,65 0,89 0,29 0,62|0,55| 0,24
Cis + 150 Gy, Reparatur 6 h 0,18 0,98 097 0,75 0,37 0,72|0,66| 0,32
Cis + 150 Gy, Reparatur 24 h 0,35 0,50 034 041 0,52 0,20|0,39| 0,12
Cis + 150 Gy, Reparatur 48 h 0,03 0,32 0,26 0,22 0,20 0,16|0,20| 0,10

Tabelle 4: Anzahl der DSBx1. Bande” nach kombinierter Behandlung der
Hefemutante rad54-3 mit Cisplatin (Cis), Bestrahlung hypoxischer Zellen mit 150 Gy
und anschlieBender Reparatur unter Nichtwuchsbedingungen bei 23°C (x:
arithmetischer Mittelwert; s: Standardabweichung; die ersten drei Reihen zeigen die
Ergebnisse nach Cisplatin-Behandlung (1.), Akkumulation von DSB in YPD bei 36°C
(2.) und nachfolgender 20miniitiger N,-Begasung (3.), die iibrigen Reihen stellen die
Ergebnisse der Reparatur von DSB nach kombinierter Behandlung mit Cisplatin und

Bestrahlung mit 150 Gy dar).
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Abbildung 12: Kinetik der Reparatur von DSB nach kombinierter Behandlung
der Hefemutante rad54-3 mit Cisplatin und Bestrahlung hypoxischer Zellen mit 150
Gy. Die Reparatur erfolgte unter Nichtwuchsbedingungen bei 23°C. Die Anzahl der
DSBx1. Bande ist in Abhiingigkeit von der Reparaturzeit aufgetragen. Es sind die
Mittelwerte (DSB nach einstiindiger Cisplatin-Behandlung bei 36°C (Wert a),
anschlieBender 24stiindiger Inkubation in YPD bei 36°C zur Akkumulation von DSB
(Wert b), nachfolgender 20miniitiger N-Begasung (Wert c), Bestrahlung und
Reparaturinkubation (Werte ab d)) von 6 Versuchen mit den entsprechenden

Standardabweichungen angegeben.

Die entsprechenden Ergebnisse der Bestrahlung Cisplatin-behandelter Zellen mit einer

Dosis von 200 Gy sind in Tabelle 5 und Abbildung 13 dargestellt.
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Reparaturzeit/h Exp. Nr. 1 2 3 4 5 6 X s
Cis, 1 h, 36°C 0,08 0,04 0,06 0,18 0,11 0,02|0,08|0,06
Cis, 1 h,36°C + 24 h YPD, 36°C 0,52 0,92 0,69 0,69 0,64 0,71|0,70|0,13
Cis, 1 h,36°C + 24 h YPD, 36°C + N, 0,97 0,73 0,69 1,10 0,86 0,97]0,89|0,16
Cis + 200 Gy, Reparatur O h 0,97 092 1,67 1,10 0,86 0,97|1,08|0,30
Cis + 200 Gy, Reparatur 2 h 0,97 0,73 0,98 0,69 0,86 0,57|0,80|0,16
Cis + 200 Gy, Reparatur 4 h 0,84 0,45 0,83 0,81 1,00 0,79|0,79|0,18
Cis + 200 Gy, Reparatur 6 h 0,84 0,73 0,69 0,69 0,75 0,79|0,75|0,06
Cis + 200 Gy, Reparatur 24 h 0,44 0,57 0,75 0,29 0,69]0,55|0,19
Cis + 200 Gy, Reparatur 48 h 0,25 0,03 0,67 0,44 0,29 0,37]|0,34 0,21

Tabelle 5: Anzahl der DSBx1. Bande' nach kombinierter Behandlung der
Hefemutante rad54-3 mit Cisplatin (Cis), Bestrahlung hypoxischer Zellen mit 200 Gy
und anschlieBender Reparatur unter Nichtwuchsbedingungen bei 23°C (x:
arithmetischer Mittelwert; s: Standardabweichung; die ersten drei Reihen zeigen die
Ergebnisse nach Cisplatin-Behandlung (1.), Akkumulation von DSB in YPD bei 36°C
(2.) und nachfolgender 20miniitiger N,-Begasung (3.), die iibrigen Reihen stellen die
Ergebnisse der Reparatur von DSB nach kombinierter Behandlung mit Cisplatin und
Bestrahlung mit 200 Gy dar). Wegen technischer Griinde (zu niedrige Zellzahlen)

konnten nicht alle Ergebnisse des Experiments Nr. 1 verwendet werden.
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Abbildung 13: Kinetik der Reparatur von DSB nach kombinierter Behandlung
der Hefemutante rad54-3 mit Cisplatin und Bestrahlung hypoxischer Zellen mit 200
Gy. Die Reparatur erfolgte unter Nichtwuchsbedingungen bei 23°C. Die Anzahl der
DSBx1. Bande™ ist in Abhingigkeit von der Reparaturzeit aufgetragen. Es sind die
Mittelwerte (DSB nach einstiindiger Cisplatin-Behandlung bei 36°C (Wert a),
anschlieBender 24stiindiger Inkubation in YPD bei 36°C zur Akkumulation von DSB
(Wert b), nachfolgender 20miniitiger N-Begasung (Wert c), Bestrahlung und
Reparaturinkubation (Werte ab d)) von 6 Versuchen mit den entsprechenden

Standardabweichungen angegeben.

Bei Tabelle 5 fillt auf, dass bei den Versuchen 1, 4, 5 und 6 keine zusétzliche Induktion
von DSB nach Bestrahlung im Vergleich zu den Nj-begasten Zellen vorliegt. Das
Ausgangsniveau an DSB ist bei diesen Werten bereits nach Cisplatin-Behandlung und
N,-Begasung sehr hoch. Bei Beriicksichtigung aller Versuche liegt der Mittelwert der
Zunahme an DSB nach Bestrahlung allerdings mit 0,19 DSBx1. Bande™' hoher als nach
N,-Begasung und somit im zu erwartenden Bereich (s. Abb. 8).

Wie aus den Tabellen 4-5 und den Abbildungen 12-13 hervorgeht, steigt in den
Cisplatin-behandelten Zellen wihrend der 20miniitigen N>-Begasung die mittlere Zahl

der DSB an, allerdings nicht wesentlich. Bei diesen Versuchen wurde die N»-Begasung
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an Zellen durchgefiihrt, die zuvor mit 20°C warmem Puffer gewaschen, dann in 20°C
warmem Puffer suspendiert und erst wihrend der N,-Begasung auf 4°C gekiihlt wurden.
Es liegt daher die Vermutung nahe, dass wihrend der Nj,-Begasung entstandene
zusitzliche DSB durch weitere enzymatische Einschnitte von Cisplatin-Addukten auf
gegeniiberliegenden DNA-Stringen bedingt sein konnten. Um diesen Effekt zu
minimieren, wurden in den folgenden Versuchen die Zellen vor der Nj;-Begasung
bereits mit 4°C kaltem Puffer gewaschen und dann in 4°C kaltem Puffer suspendiert.

Die Ergebnisse der Bestrahlung Cisplatin-behandelter Zellen mit einer Dosis von 300
Gy sind in Tabelle 6 und Abbildung 14 dargestellt. Sie zeigen, dass bei der
kombinierten Cisplatin-Behandlung und Bestrahlung mit 300 Gy trotz der Verwendung
von 4°C kaltem Puffer zum Waschen und Suspension der Zellen vor der N,-Begasung
die Zahl der DSB wihrend der N,-Begasung zunimmt, wenn auch nicht so ausgepragt
wie bei den vorherigen Versuchsreihen, in denen die Zellen erst wihrend der Nj-

Begasung von 20°C auf 4°C gekiihlt wurden.

Exp.

Nr.
Reparaturzeit/h 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 | x s
Cis, 1 h, 36°C 0,00 0,07 -0,03 0,08 -0,03 0,05 003 0,09 000 003 0,17 0,00 0,04] 0,06
Cis, 1 h, 36°C + 24 h YPD, 36°C 0,63 0,51 0,38 0,25 0,34 0,60 043 066 037 030 046 053] 046/| 0,13
Cis, 1 h,36°C + 24 h YPD, 36°C + N,, 4°C | 0,51 0,92 0,46 0,31 0,54 0,60 0,52 066 047 046 075 053] 0,56 | 0,16
Cis + 300 Gy, Reparatur 0 h 0,92 0,92 0,66 0,62 0,66 080 0,72 092 0,58 0,86 0,89 0,78 | 0,13
Cis + 300 Gy, Reparatur 2 h 1,32 0,76 0,46 0,54 044 051 052 056 047 0,64 0,75] 0,63 | 0,25
Cis + 300 Gy, Reparatur 4 h 0,76 0,63 0,46 0,46 0,54 051 062 038 0,29 0,46 044 0,50 | 0,13
Cis + 300 Gy, Reparatur 6 h 1,10 0,63 0,78 0,54 0,54 051 052 038 021 0,75 0,44 0,58 | 0,23
Cis + 300 Gy, Reparatur 24 h 0,75 0,21 049 0,24 0,03 025 026 0,11 031 022 0,28 029 0,19
Cis + 300 Gy, Reparatur 48 h 0,24 0,29 041 0,11 -0,03 0,13 0,15 0,11 0,22 0,15 035] 0,19 | 0,12

Tabelle 6: Anzahl der DSBx1. Bande' nach kombinierter Behandlung der
Hefemutante rad54-3 mit Cisplatin (Cis), Bestrahlung hypoxischer Zellen mit 300 Gy
und anschlieBender Reparatur unter Nichtwuchsbedingungen bei 23°C (x:
arithmetischer Mittelwert; s: Standardabweichung; die ersten drei Reihen zeigen die
Ergebnisse nach Cisplatin-Behandlung (1.), Akkumulation von DSB in YPD bei 36°C
(2.) und nachfolgender 20miniitiger N,-Begasung (3.), die iibrigen Reihen stellen die
Ergebnisse der Reparatur von DSB nach kombinierter Behandlung mit Cisplatin und
Bestrahlung mit 300 Gy dar). Wegen technischer Griinde (zu niedrige Zellzahlen)

konnten nicht alle Ergebnisse des Experiments Nr. 10 verwendet werden.
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Abbildung 14: Kinetik der Reparatur von DSB nach kombinierter Behandlung
der Hefemutante rad54-3 mit Cisplatin und Bestrahlung hypoxischer Zellen mit 300
Gy. Die Reparatur erfolgte unter Nichtwuchsbedingungen bei 23°C. Die Anzahl der
DSBx1. Bande ist in Abhiingigkeit von der Reparaturzeit aufgetragen. Es sind die
Mittelwerte (DSB nach einstiindiger Cisplatin-Behandlung bei 36°C (Wert a),
anschlieBender 24stiindiger Inkubation in YPD bei 36°C zur Akkumulation von DSB
(Wert b), nachfolgender 20miniitiger N-Begasung (Wert c), Bestrahlung und
Reparaturinkubation (Werte ab d)) von 12 Versuchen mit den entsprechenden

Standardabweichungen angegeben.

3.4 Auftreten von Doppelstrangbriichen in Cisplatin-behandelten Hefezellen wéhrend

der N,-Vorbegasung

Es wurden zundchst die Versuchsreihen der kombinierten Behandlung Cisplatin und
Bestrahlung durchgefiihrt. Nach Auswertung der Ergebnisse der kombinierten
Behandlung Cisplatin und Bestrahlung mit 150 Gy und 200 Gy (Tabellen 4-5 und
Abbildungen 12-13) fiel auf, dass nach N;-Begasung unter Kiihlung auf 4°C der mit
20°C warmem Puffer gewaschenen und suspendierten Cisplatin-behandelten Zellen

zusitzliche DSB auftreten, im Mittel 0.17 DSBx1. Bande™ (gemittelt aus Tabellen 4-5).
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Um mutmaBliche Fehlerquellen zu minimieren, wurde bei der Versuchsreihe
kombinierte Behandlung mit Cisplatin und Bestrahlung mit 300 Gy die Zellen vor der
N>-Begasung dagegen in 4°C kaltem Puffer suspendiert, darauthin treten im Mittel nur
0.1 DSBx1. Bande™ wihrend der N,-Begasung auf (Tabelle 6). Die nicht Cisplatin-
behandelten Zellen zeigen keinen wesentlichen Anstieg von DSB wihrend der N»-
Begasung (Tabellen 1 und 2). Dies legt die Vermutung nahe, dass die wéhrend der N,-
Begasung zusitzlich entstehenden DSB mit der vorherigen Cisplatin-Behandlung in
Zusammenhang stehen und durch die Verwendung von 4°C vs. 20°C warmem Puffer
teilweise, aber nicht vollstindig verhindert werden konnen. Zur Veranschaulichung des
N,-Begasungseffektes sind in Tabelle 7 die Mittelwerte der einzelnen Versuchsreihen
dargestellt, wobei bei den Kombinationsversuchen die Cisplatin-bedingten, zu Beginn
der N;-Begasung vorhandenen DSB abgezogen wurden. Es werden also nur die DSB-
Werte dargestellt, die nach der N,-Begasung bzw. nach der Bestrahlung gemessen
wurden. Die erste Zeile von Tabelle 7 und Abbildung 15 zeigen den entscheidenden

Einfluss der Temperatur des Puffers, in dem die Zellen suspendiert wurden.

Cis 150 Gy# 200 Gy* Cis 200 Gy# 300 Gy* Cis 300 Gy*

N,-Begasung 0,14 0,04 0,19 0,02 0,10
N,-Begasung + Bestrahlung 0,24 0,21 0,38 0,27 0,32
Differenz 0,10 0,17 0,19 0,25 0,22

Tabelle 7: Mittelwerte der DSBx1. Bande™ nach N,-Begasung und Bestrahlung
(#: Temperatur des fiir die Suspension der Zellen verwendeten Puffers 20°C

(Zimmertemperatur), *: Temperatur des fiir die Suspension der Zellen verwendeten

Puffers 4°C).

In Abbildung 15 werden die Werte der Tabelle 7 als Balkendiagramm abgebildet, wobei
die DSB nach Bestrahlung die Gesamthdhe des Balkens ausmachen und die induzierten

DSB wihrend der N>-Begasung und Bestrahlung anteilig dargestellt sind.
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Abbildung 15: Mittelwerte der DSBxI1. Bande™, die nach der N>-Begasung bzw.
nach Bestrahlung gemessen wurden in Cisplatin-vorbehandelten und nicht
vorbehandelten Zellen. Um besser vergleichen zu konnen, wurde bei den Cisplatin-
vorbehandelten Zellen die Anzahl der nach 24 Stunden akkumulierten DSB abgezogen
(#: Temperatur des fiir die Suspension der Zellen verwendeten Puffers 20°C
(Zimmertemperatur), *: Temperatur des fiir die Suspension der Zellen verwendeten

Puffers 4°C).

In Abbildung 15 wird deutlich, dass bei Cisplatin-behandelten Zellen wihrend der Nj-
Begasung wesentlich mehr DSB auftreten als bei nicht Cispatin-behandelten Zellen.
Dieser Effekt ist ausgeprigter, wenn die Zellen fiir die N>-Begasung in 20°C warmen
Puffer suspendiert wurden im Vergleich zu 4°C kalten Puffer. Dies zeigt die
Versuchsreihe Cis 300 Gy, bei der im Gegensatz zu den entsprechenden Reihen Cis 150
Gy und Cis 200 Gy die Suspension der Zellen fiir die N»-Begasung und Bestrahlung in
4°C kalten Losungen durchgefiihrt wurde.
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3.5 Wirkung von Cisplatin auf Induktion und Reparatur von Doppelstrangbriichen nach

Bestrahlung hypoxischer Hefezellen

Es ist von besonderem Interesse, wie die Reparatur von DSB abléduft, wenn Zellen nach
maximaler Akkumulation von Cisplatin-bedingten DSB eine Strahlendosis erhalten, so
dass sich zu den Cisplatin-bedingten DSB strahleninduzierte DSB addieren. Hierzu
wurde die Kinetik der Reparatur von DSB nach Kombinationsbehandlung mit Cisplatin
und Bestrahlung verglichen mit der entsprechenden Kinetik nur nach Bestrahlung. Die
DSB-Reparaturkinetik nach alleiniger Cisplatin-Behandlung wurde in einer anderen
Arbeit untersucht (Greif 1999).

Ein Vergleich der Anzahl der bestrahlungsinduzierten DSB abziiglich der nach Nj-
Begasung vorliegenden DSB der Kombinationsversuche mit den Werten der reinen
Bestrahlungsversuche (s. Tabelle 7) zeigt, dass eine Cisplatin-Vorbehandlung keinen
wesentlichen Einflufl auf die Anzahl der strahleninduzierten DSB in hypoxischen Zellen
hat. Es wurde nur die Bestrahlung an hypoxischen Zellen durchgefiihrt, sdmtliche
anderen Behandlungs- und Inkubationsschritte, insbesondere die Cisplatin-Behandlung
und Akkumulation der DSB, erfolgte unter Oxie. Abbildung 16 stellt diesen

Zusammenhang grafisch dar.
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Abbildung 16: Mittelwerte der durch Bestrahlung mit 150, 200 und 300 Gy
induzierten DSBx1. Bande™ abziiglich der vorbestehenden DSB (nach N,-Begasung
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(M), nach Cisplatin-Behandlung, 24stiindiger Akkumulation von DSB und Nj-
Begasung (O)).

Um die Reparaturkinetik der durch Bestrahlung alleine bzw. der durch die
Kombinationsbehandlung induzierten DSB besser miteinander vergleichen zu konnen,
wurden bei den einzelnen Versuchsreihen auf die Anzahl an DSB zum
Reparaturzeitpunkt O h, d. h. unmittelbar nach Bestrahlung, normiert.

Abbildungen 17 und 18 stellen die relative Anzahl an DSB jeweils normiert auf den
Reparaturzeitpunkt O Stunden der Bestrahlungsversuche mit 200 Gy bzw. 300 Gy den
Kombinationsversuchen Cis 200 Gy bzw. Cis 300 Gy gegeniiber. Aus den beiden
Abbildungen sind keine wesentlichen Unterschiede in der Reparaturkinetik zwischen

den Bestrahlungs- und den Kombinationsversuchen zu erkennen.

1.2

Relative Anzahl an DSB

0 10 20 30 40 50
Reparaturzeit/h

Abbildung 17: Relative Anzahl an DSB nach Normierung der DSBx1. Bande™
der Reparaturdaten auf den Reparaturzeitpunkt O Stunden nach alleiniger Bestrahlung

mit 200 Gy (O) bzw. in Kombination mit Cisplatin (@).
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Abbildung 18: Relative Anzahl an DSB nach Normierung der Reparaturdaten
auf den Reparaturzeitpunkt O Stunden nach alleiniger Bestrahlung mit 300 Gy ([J) bzw.

in Kombination mit Cisplatin (H).

Abbildung 19 zeigt eine vergleichende Ubersicht der drei Versuchsreihen Cis 150 Gy,
Cis 200 Gy und Cis 300 Gy. Nach 6 Stunden fillt ein kurzfristiger Anstieg der relativen
Anzahl an DSB bei der Versuchsreihe Cis 150 Gy auf, nach 24 und 48 Stunden jedoch
liegen die relative Werte an verbleibenden DSB bei 40 - 60 % (nach 24 Stunden) bzw.
25 -35 % (nach 48 Stunden) und somit bei den drei Versuchsreihen im gleichen

Bereich.
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Abbildung 19: Kinetik der DSB-Reparatur nach Normierung auf den
Reparaturzeitpunkt O Stunden der Versuchsreihen Cis 150 Gy (A), Cis 200 Gy (@) und
Cis 300 Gy (H).

3.6 Statistischer Vergleich der Aufnahmemethoden

Fiinf Versuche der Versuchsreihe alleinige Bestrahlung mit 300 Gy wurden parallel mit
beiden Aufnahmemethoden - konventionelle Fotografie und CCD-Kamera -
durchgefiihrt und mit dem Programm NIH Image ausgewertet. In Tabelle 8 werden die
Messdaten der Versuche gegeniibergestellt, die mit beiden Aufnahmemethoden

gewonnen wurden.
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Reparatur- | Exp. Nr.

zeit/h Foto 1 CCD1 |Foto2 CCD2|Foto3 CCD3|Foto4 CCD4|Foto5 CCD5|Fotox +s CCDXx *s
Kontrollen 0,03 0,05 0,10 0,05 0,00 0,17 0,03 0,05| -0,03 0,00 | 0,03 0,05 0,06 +0,06
Oh 0,20 022 041 029 0,17 0,17 0,32 0,34 041 0,27 | 0,30 0,11 0,26 +0,07
2h 0,26 022 0,24 0,11 0,00 0,05 0,32 0,27 | 0,20 0,10 | 0,20 £0,12 0,15 0,09
4h 0,08 0,22 -0,03 0,05 0,00 0,17 0,24 0,15 0,33 0,15 (0,12 +0,16 0,15 +0,06
6h 0,03 0,16 | 0,03 -0,05| 0,00 0,05 0,24 0,10 0,26 0,10 | 0,11 £0,13 0,07 +0,08
24 h -0,03 0,16 -0,03 -0,10| 0,08 0,11 0,10 0,10 0,26 0,05 | 0,08 0,12 0,06 0,10
48 h 0,20 022| 0,03 -0,05| -0,21 -0,10]| 0,37 0,15] 0,20 0,15 0,12 4#0,22 0,07 £0,14

Tabelle 8: DSBx1. Bande' nach Bestrahlung hypoxischer Zellen mit 300 Gy
und nachfolgender Inkubation in NWM bei 23°C nach Aufnahme mittels
konventioneller Fotografie einerseits und Aufnahme mit der CCD-Kamera andererseits
(x: arithmetischer Mittelwert, s: Standardabweichung, Kontrollen: unbestrahlte Zellen

nach 20miniitiger Hypoxie).
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Abbildung 20: Gegeniiberstellung der Reparaturkinetik von rad54-3 nach
Bestrahlung hypoxischer Zellen mit 300 Gy und Inkubation in NWM bei 23°C nach
Aufnahme mittels konventioneller Fotografie bzw. CCD-Kamera unter Darstellung von

Mittelwert und Standardabweichung.

Um die Vergleichbarkeit der Daten nach Aufnahme mit den verschiedenen Methoden
zu gewihrleisten, wurde der Wilcoxon-Rangsummen-Test (nach Hartung et al. 1987)
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die Mittelwerte zum Signifikanzniveau o = 0,2 nicht

signifikant voneinander unterschiedlich sind. Somit sind die Ergebnisse, die mit beiden
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Methoden gewonnen wurden, vergleichbar. Aus diesem Grunde war es nicht nétig, die
Aufnahmemethode der einzelnen Ergebnisse speziell kenntlich zu machen.

Tabelle 8 wund Abbildung 20 zeigen jedoch einen Unterschied in der
Standardabweichung der Mittelwerte bei den beiden Aufnahmemethoden. Die
Standardabweichungen nach Aufnahme mit konventioneller Fotografie sind groBer als
nach Aufnahme mit der CCD-Kamera. Dies besagt, dass zwar die Mittelwerte nach
beiden Aufnahmemethoden nicht signifikant voneinander unterschiedlich sind, jedoch
die Aussagekraft der mit der CCD-Kamera gewonnenen Ergebnisse wegen ihrer
geringeren Streubreite grofer ist. Aus diesem Grund wurden bei den Versuchen, die
parallel durch beide Methoden ausgewertet wurden und deren Werte voneinander

abwichen, diejenigen Werte verwendet, die mit der CCD-Kamera erzielt worden waren.
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4 Diskussion

4.1 Induktion und Reparatur strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbriiche nach

alleiniger Bestrahlung

Hypoxische Zellen der Hefemutante rad54-3 wurden mit Rontgenstrahlen der Dosis
200 oder 300 Gy bestrahlt. Hierbei entstanden im Mittel 0.21 DSBx1. Bande™ bei 200
Gy und 0.27 DSBx1. Bande™ bei 300 Gy (Abbildung 8). Ausgehend von einer linearen
Beziehung zwischen der Anzahl an induzierten DSB und der einwirkenden Dosis
(Abbildung 8 und Frankenberg-Schwager et al. 1979) erhilt man einen Wert an DSBx1.
Bande! zwischen 9.0 und 10.5 x10™ /Gy, also ca. 1x10° DSBxI. Bande'/Gy.
Frankenberg-Schwager et al. ermittelten mittels der neutralen Sedimentationstechnik
einen OER von 3,0 (1979) bzw. 2,9 (1991) fiir durch Bestrahlung induzierte DSB in
diploiden Wildtypzellen von Saccharomyces cerevisiae. Frankenberg-Schwager et al.
(1995) zeigten unter Verwendung der PFGE, dass die Anzahl der durch Bestrahlung
induzierten DSBx1. Bande” bei Zellen der Hefemutanten rad54-3 unter Oxie bei
3.1x10” DSBxI. Bande'l/Gy liegt. Unter Einrechnung des oben angefiihrten OER von
2.9-3.0 entspricht dies einer Induktion von 1.1x10™ DSBxI. Bande'l/Gy unter Hypoxie.
Somit liegt die Induktion von DSB nach Bestrahlung unter Hypoxie, die in der
vorliegenden Arbeit ebenso mittels PFGE gemessen wurde, im gleichen Bereich wie bei
oben erwihnter Arbeit von Frankenberg-Schwager et al. (1995).

Die Reparatur der DSB erfolgte unter Nichtwuchsbedingungen bei 23°C, also der
Temperatur, bei der eine Reparatur der DSB durch homologe Rekombination in rad54-
3-Zellen moglich ist. Die Reparaturkinetiken nach 200 und 300 Gy sind in Abbildungen
9 und 10 gezeigt. Die Reparaturkinetik der vorliegenden Werte zeigt eine inital schnelle
Komponente, gefolgt von einer langsameren Komponente.

Fiir die Hefemutante rad54-3 lieBen sich in der Literatur keine Halbwertszeiten fiir
strahleninduzierte DSB finden. Hingegen gibt es bei Frankenberg-Schwager et al.
(1994 ¢) Daten fiir einen Saccharomyces-cerevisiae-Stamm, der eine normale
DSB-Reparatur aufweist. Hier fand sich eine initiale Halbwertszeit der DSB-Reparatur
von <60 Minuten nach Bestrahlung mit 30 MeV Elektronen unter Hypoxie und
nachfolgender Inkubation in NWM. Es wird sowohl eine initial schnelle,
dosisunabhingige, als auch eine langsame, dosisabhingige Reparaturkomponente

beschrieben. Frankenberg-Schwager et al. fanden 1991 bei unter Hypoxie bestrahlten
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Zellen eines anderen Saccharomyces-cerevisiae-Stammes eine infolge Bildung
sekundédrer DSB komplexe Reparaturkinetik (Frankenberg-Schwager et al. 1991). Ein
Vergleich dieser Ergebnisse mit den in dieser Arbeit gewonnenen Daten ist nicht
sinnvoll, da zum einen verschiedene Saccharomyces-cerevisiae-Stimme verwendet
wurden, zum anderen eine andere Inkubationstemperatur wihrend der Reparatur vorlag

und die Werte der zitierten Arbeiten fiir irreparable DSB korrigiert wurden.

4.2 Induktion von Doppelstrangbriichen durch Cisplatin-Behandlung

In der vorliegenden Arbeit wurden direkt nach der einstiindigen Cisplatin-Behandlung
keine wesentilche Anzahl an DSB gemessen, im Mittel 0.1 DSBxI1. Bande! (Tabelle 3,
Abbildung 11). Nach 24stiindiger Inkubation der Zellen bei der fiir die DSB-Reparatur
restriktiven Temperatur von 36°C stieg die Anzahl der DSB im Mittel auf 0.49 DSBx1.
Bande™ an. Dieses Ergbebnis ist vergleichbar mit Daten von Frankenberg-Schwager et
al. (2005), die nach Inkubation Cisplatin-behandelter Zellen in Wuchsmedium bei 36°C
eine stetige Zunahme an DSB beobachteten, bis schlieBlich nach 24 Stunden ein
Maximum erreicht war, welches nach weiterer Inukubation bei 36°C weitgehend
konstant blieb. Die absoluten Werte der vorliegenden Arbeit liegen bei 0.01 DSBx1.
Bande” direkt nach Cisplatin-Behandlung und bei 0.57 DSBxI. Bande” nach
24stiindiger Inkubation bei 36°C. Frankenberg-Schwager veroffentlichten bereits 1988
Hefedaten, die indirekt auf eine Induktion von DSB nach Cisplatin-Behandlung
hinwiesen (Frankenberg-Schwager et al. 1988 b). Ebenso konnten Wilborn und Brendel
1989 bei Wildtyp-Hefezellen nach Cisplatin-Behandlung Einzelstrangbriiche und DSB
aufzeigen. Experimentell wurden DSB in Cisplatin-behandelten rad54-3-Zellen
nachgewiesen, wenn deren Reparatur blockiert wurde (Frankenberg-Schwager et al.
1994 b).

Die Bildung von DSB in replizierenden Zellen innerhalb von 24 Stunden nach der
Cisplatin-Behandlung unter Hemmung der DSB-Reparatur konnte durch Einschnitte an
DNA-Cisplatin-Addukten bedingt sein, z.B. durch Endonukleasen des NER (=
Nukleotid-Exzisions-Reparatur) -Mechanismus. Es wiirde sich somit nicht um primire
DSB, wie sie durch Bestrahlung induziert werden, sondern um sekundidre DSB handeln,
die als Reparatur-Intermediate auftreten. Durch die Konversion von DNA-Cisplatin-
Monoaddukten zu DNA-Cisplatin-Biaddukten konnen Intra- und Interstrand Crosslinks
zustande kommen, hierbei liegt das Maximum der Interstrand Crosslink-Bildung bei ca.

6-12 Stunden Postinkubationszeit (Zwelling et al. 1978, Plooy et al. 1984). Sowohl an
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Cisplatin-Interstrand Crosslinks, als auch an zwei Cisplatin-Intrastrand Crosslinks, die
sich zufillig an gegeniiberliegenden Stringen der DNA befinden, konnten diese
Einschnitte auftreten, letzteres ist allerdings wenig wahrscheinlich bei {iblicherweise
applizierten Cisplatin-Dosen. Somit konnen also vor allem Interstrand Crosslinks
Anlass zur Bildung von sekunddren DSB nach Cisplatin-Behandlung geben und zu
dessen Toxizitidt beitragen, falls diese DSB nicht repariert werden. Dies kann das
zeitlich verzogerte Auftreten der sekunddren DSB erkléren, die erst nach Inzision beider

DNA-Stringe an einem Interstrand Crosslink entstehen konnen.

4.3 Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen nach Nj-Begasung Cisplatin-

vorbehandelter Zellen

In der vorliegenden Arbeit traten wihrend der Nj,-Begasung bei den Cisplatin-
vorbehandelten Zellen DSB auf, abhiingig von der Temperatur des zur Suspension der
Zellen verwendeten Puffers (Tabelle 7, Abbildung 15). Hierbei war die Anzahl an DSB
bei Verwendung von Puffer der Temperatur von 20°C deutlich hoher als bei
Verwendung von 4°C kaltem Puffer. Die alleinige 20miniitige Begasung von Zellen mit
N, kann jedoch nicht zur Induktion von DSB fiihren. Dies wird durch Untersuchungen
in der vorliegenden Arbeit bestitigt, da bei den Bestrahlungsversuchen ohne vorherige
Cisplatin-Behandlung wihrend der Nj-Begasung keine Induktion einer wesentlichen
Anzahl an DSB nachzuweisen war (Tabellen 1 und 2). Es stellt sich die Frage, durch
welchen Mechanismus die wihrend der Nj-Begasung entstehenden DSB gebildet
werden. Am wahrscheinlichsten ist, dass dies mit der Cisplatin-Vorbehandlung
zusammenhingt. Da der Effekt durch eine niedrige Puffertemperatur reduziert wird
(geringere Anzahl an DSB bei Verwendung von 4°C vs. 20°C warmen Puffer), scheinen
enzymatische Reaktionen eine Rolle zu spielen. Der Mechanismus, der zu einer
weiteren Bildung von DSB iiber die bei 36°C akkumulierten Cisplatin-bedingten DSB
hinausgeht, scheint bei 20°C aktiviert, bei 4°C teilweise gehemmt zu sein. Die
Temperatur von 20°C wirkt nur relativ kurz wihrend des Waschens der Zellen und vor
der bei 4°C erfolgenden N,-Begasung ein. Unwahrscheinlich ist eine weitere Bildung
von Interstrang Crosslinks, da selbst bei 36°C die Anzahl der DSB nicht iiber das
Niveau ansteigt, das bereits nach 24 Stunden erreicht wurde (Frankenberg-Schwager et
al. 2005). Wabhrscheinlicher sind zusitzliche Inzisionen an bereits vorhandenen
Interstrang Crosslinks. Eventuell konnten Proteinkomplexe eine Rolle spielen, die zur

Erkennung von Cisplatin-DNA-Addukten, nachfolgenden Inzisionsvorgingen und
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schlieBlich zu weiteren DSB fiihren. Diese Proteinkomplexe konnten bei einer
Temperatur von 20°C aktiver sein als bei 4°C. Was die besondere Stresssituation fiir
Cisplatin-behandelte Zellen unter Nj-Begasung bei 20°C vs. 4°C ausmacht, die
schlieBlich durch zusitzliche Inzisionen zur Bildung von DSB fiihrt, ist nicht ganz klar.
Wabhrscheinlich ist jedoch, dass es sich um einen durch die vorhergehende Cisplatin-
Einwirkung bedingten proteinabhingigen Schritt bei der Prozessierung von Cisplatin-

DNA-Addukten handelt.

4.4 Effekt von Cisplatin auf Induktion und Reparatur strahlenbedingter DNA-
Doppelstrangbriiche

Betrachtet man Abbildung 16 in Kapitel 3.5, so fillt auf, dass kein wesentlicher
Unterschied in der Anzahl an induzierten DSB pro Bestrahlungsdosis besteht zwischen
Cisplatin-vorbehandelten und nicht Cisplatin-vorbehandelten  Proben.  Die
bestrahlungsinduzierten DSB addieren sich auf die vorbestehenden, Cisplatin-bedingten
DSB. Die Cisplatin-Vorbehandlung sensibilisiert die Zellen also nicht fiir die Induktion
von DSB durch eine folgende Bestrahlung unter hypoxischen Bedingungen.

In der Literatur zeigen sich differierende Ergebnisse beziiglich der unterschiedlichen
Wirksamkeit von Cisplatin bei hypoxischen bzw. oxischen Sdugerzellen. Wihrend
Stratford et al. (1980) und Matthews et al. (1993) eine bessere Wirksamkeit, d. h. eine
hohere Toxizitdit von Cisplatin bei hypoxischen Zellen fanden, erbrachten die
Untersuchungen von Teicher et al. (1990) eine bessere Wirksamkeit von Cisplatin bei
oxischen Zellen. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit
berichteten Dolling et al. (1998) fiir humane Fibroblasten iiber keinen signifkanten
Unterschied an induzierten DNA-Einzelstrangbriichen nach Bestrahlung oxischer,
Cisplatin-vorbehandelter Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen.

Abbildungen 17 und 18 vergleichen die Reparaturkinetiken nach Bestrahlung mit 200
bzw. 300 Gy mit der Kombinationsbehandlung mit Cisplatin und Bestrahlung. Hier
zeigt sich kein wesentlicher Unterschied in der Reparatur von DSB nach
Kombinationsbehandlung im  Vergleich zur Bestrahlung allein. In den
Kombinationsversuchsreihen Cisplatin-Behandlung und Bestrahlung mit 150 Gy und
300 Gy wird zwar ein tempordrer Anstieg an DSB nach 6 Stunden
Postirradiationsinkubationszeit beobachtet, nach 24 bzw. 48 Stunden ist die relative
Anzahl an nicht reparierten DSB bezogen auf die jeweils durch die Behandlung

induzierten DSB nicht wesentlich voneinander unterschieden und liegt nach 48 Stunden
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bei ca. 30%. Eine Ausnahme bildet die Versuchsreihe alleinige Bestrahlung mit 200 Gy,
bei der der Prozentsatz an nicht reparierten DSB nach 24 Stunden bei 19% liegt und
nach 48 Stunden ansteigt auf 52%. Dies entspricht am ehesten einer Degradierung der
DNA.

In der Literatur gibt es Studien zur Kombinationstherapie mit Carboplatin (einem
weiteren Platin-Derivat) und Bestrahlung. Yang et al. (1995) beschrieben bei
Sdugerzellen eine erhohte Anzahl an DSB nach Kombinationstherapie mit Carboplatin
und Bestrahlung besonders unter Hypoxie nach einer vierstiindigen Reparaturinkubation
der Zellen im Vergleich zu der Anzahl an DSB sofort nach der Kombinationstherapie.
Dies fiihrte zu der Hypothese, dass Carboplatin bei der Kombinationstherapie zum
einen zur Inhibition der Reparatur von strahleninduzierten DSB fiihrt, zum anderen zum
Entstechen von DSB innerhalb von vier Stunden nach der Therapie durch
Exzisionsreparatur von Platin-DNA-Addukten.

Carde und Laval (1981) und Wilkins et al. (1993) beschrieben bei Sdugerzellen auf
Uberlebensebene eine Hemmung der PLD-Reparatur nach Kombinationstherapie von
Cisplatin und Bestrahlung im Vergleich zu Bestrahlung allein. Das Uberleben stieg in
den ersten Stunden nach Kombinationstherapie rasch an, um dann nach ca. 6-8 Stunden
ein Plateau zu erreichen. Dieses Ergebnis ist vereinbar mit der vorliegenden Arbeit, die
die Reparatur von DSB nach Kombinationsbehandlung von Cisplatin und Bestrahlung
untersucht.

Dolling et al. (1998) untersuchten in Fibroblasten die Reparatur von DNA-
Strangbriichen nach Bestrahlung mit und ohne Cisplatin-Behandlung. Sie konnten eine
Inhibition der Reparatur von vorwiegend Einzelstrangbriichen bei Kombination von
Cisplatin und Bestrahlung im Vergleich zu Bestrahlung allein zeigen. Die Bestrahlung
erfolgte hierbei unter oxischen Bedingungen. Das ,,Rejoining* (= Zusammenfiihren) der
DNA-Strangbriiche nach Bestrahlung ohne Cisplatin-Behandlung erfolgte in einer
biphasischen Reparaturkinetik mit einer schnellen (bis 15 Minuten) und einer
langsamen Reparaturkomponente (bis 90 Minuten). Bei der Vorbehandlung mit
Cisplatin direkt vor der Bestrahlung war eine Hemmung der langsamen Komponente zu
beobachten, bzw. eine Hemmung beider Reparaturkomponenten, wenn Cisplatin 24
Stunden vor Bestrahlung gegeben wurde. In Sédugerzellen kann die Behandlung mit
Cisplatin somit die Reparatur von bestrahlungsbedingten Einzelstrangbriichen
beeintrdachtigen. Im Gegensatz dazu zeigen die vorliegenden Ergebnisse, dass die

Induktion und Reparatur bestrahlungsbedingter DSB nicht durch eine Vorbehandlung
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mit Cisplatin beeinflusst werden. Dies mag an der unterschiedlichen Kinetik der
Reparatur von Hefe- und Sédugerzellen liegen.

Mehrere Studien zeigten jedoch einen radiosensibilisierenden Effekt durch eine
Cisplatin-Vorbehandlung auf die Abtétung von Sdugerzellen, wenn diese unter Hypoxie
bestrahlt wurden vs. keinem oder nur minimalem Effekt nach Bestrahlung oxischer
Zellen (Carde und Laval 1981, Melvik und Pettersen 1988, Korbelik und Skov 1989).
Melvik und Pettersen (1988) fanden einen DMF (Faktor, mit dem die applizierte
Strahlendosis mulitpliziert werden muss, um bei alleiniger Bestrahlung den gleichen
Effekt zu erreichen) unter hypoxischen Bedingungen von 1.2. Korbelik und Skov
(1989) zeigten einen fiir niedrige und hohe Bestrahlungsdosen unter Hypoxie
unterschiedlichen DMF. Dieser lag bei hohen Bestrahlungsdosen bei 1.3 und bei
niedrigen Bestrahlungsdosen (<4 Gy) bei 2.3. Cisplatin-Vorbehandlung spielt weder fiir
die Induktion von DSB durch Bestrahlug in hypoxischen Zellen noch fiir deren
Reparatur eine Rolle. Es ist moglich, dass ein niedriger DMF zwar auf Uberlebensebene
gut messbar ist, jedoch auf der Ebene von DSB-Messungen wegen der relativ grofen
Standardabweichung nicht deutlich wird. Vielleicht sind fiir den DMF andere Schiden

der DNA als DSB maBgeblich, die mit unserer Methode nicht bestimmt wurden.

4.5 Vergleich der Auswertung mittels konventioneller Fotografie und CCD-Kamera

Wie aus Tabelle 8 und Abbildung 19 ersichtlich, wurde in der vorliegenden Arbeit kein
signifikanter Unterschied zwischen den Ergebnissen der Mittelwerte der parallel mit
beiden = Aufnahmemethoden (konventionelle  Fotografie vs. CCD-Kamera)
ausgewerteten Versuche festgestellt. Die Standardabweichung war bei Aufnahme
mittels konventioneller Fotografie allerdings grofer, die Reproduzierbarkeit also
geringer.

1977 beschrieben Prunell et al. eine fotografische Methode, mit der die in einer
Gelelektrophorese aufgetrennte DNA quantifiziert werden kann. Hierbei fanden sie,
dass das Fluoreszieren der mit Ethidiumbromid gefdrbten und unter UV-Licht
angeregten DNA direkt proportional zu der Menge an DNA ist. Ein Artefakt bei der
fotografischen Aufnahme ergibt sich daraus, dass Ethidiumbromid durch Licht (auch
UV-Licht) zerfillt und somit die bei dieser Technik notwendige definierte
Belichtungszeit bei zwei aufeinanderfolgenden Aufnahmen desselben Gels zu einer

unterschiedlichen Intensitit der Schwirzung des Films fithrt. Bei der quantitativen
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Messung der einzelnen DNA-Banden ist dieser Effekt aber zu vernachlédssigen, da es
sich um eine Relativauswertung handelt.

Obwohl eine weit verbreitete Methode, ist die Auswertung mittels fotografischer
Aufnahme sehr fehleranfillig. Die vorangehende Gelelektrophorese muss in
reproduzierbarer, sorgfiltiger Weise durchgefiihrt, die Filme nach einem
standardisierten Verfahren belichtet und entwickelt werden, es sollte eine
hochauflésende Densitometrie zur Auswertung verwandt und entsprechende
Hintergrundkontrollen zur Festlegung einer Nullinie eingesetzt werden (Ribeiro et al.
1989). Diese Grundsitze wurden bei der vorliegenden Arbeit eingehalten, gewéhrleistet
auch dadurch, dass sdmtliche Schritte des Versuchs- und Auswertungsablaufs immer
von derselben Person durchgefiihrt wurden.

1987 wurde von Sutherland et al. die Verwendung einer CCD-Kamera zur
Quantifizierung  der  Fluoreszenzverteilung  von  Elektrophoresegelen  und
Chromatogrammen vorgestellt. Die Vorteile der CCD-Kamera gegeniiber der
konventionellen Fotografie sind:

- geringerer Arbeitsaufwand (Belichtung, Entwicklung und Digitalisierung des
Filmes entfallen),

- schnellere Verfiigbarkeit der Daten zur Auswertung mittels Computer,

- direkte Proportionalitit zwischen Fluoreszenzintensitit (DNA-Gehalt) und
Antwort der CCD-Kamera iiber einen breiten Fluoreszenzintensitdtsbereich im
Vergleich zur fotografischen Aufnahme, bei der eine optimale Auswertung nur
in einem limitierten, nicht mehr als zwei Zehnerpotenzen umfassenden
Fluoreszenzintensititsbereich erfolgen kann.

Die Nachteile der CCD-Kamera sind teure Anschaffungskosten und die im Vergleich
zur Verwendung von Film geringere Aufldsung.

Freeman et al. (1990) verglichen die Auswertung mittels CCD-Kamera und
konventioneller Fotografie miteinander und zeigten, dass beide Aufnahmemethoden
dquivalente Ergebnisse liefern konnen. Die fotografische Technik kann dabei ebenso
genau und reproduzierbar sein, ist allerdings stirker von der Prizision des Bedieners
abhingig und somit fehleranfélliger. Deshalb kann fiir weitere Arbeiten die CCD-
Kamera als Aufnahmemethode empfohlen werden, da sie, einmal angeschafft, bei einer
hohen Anzahl an auszuwertenden Gelen die kostengiinstigere und vor allem schnellere

Alternative ist.
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5 Zusammenfassung

Das Chemotherapeutikum Cisplatin wurde in Kombination mit Bestrahlung in seiner
Wirkung auf die Rekombinationsreparatur von DNA-Doppelstrangbriichen in der
diploiden Mutante rad54-3 der Hefe Saccharomyces cerevisiae untersucht.

Cisplatin wird allein oder in Kombination mit Bestrahlung bei der Behandlung maligner
Tumorerkrankungen eingesetzt. Bei der Reaktion des Cisplatins mit der DNA entstehen
iiber eine DNA-Monoadduktbildung bifunktionelle DNA-Addukte wie DNA-Protein-,
DNA-Intrastrang und DNA-Interstrang Crosslinks. Durch zellulire
Reparaturmechanismen entstehen sekunddre DNA-Doppelstrangbriiche, die als kritische
Schiéden fiir die Zellinaktivierung gelten. Auch durch ionisierende Strahlung entstehen
Doppelstrangbriiche an der DNA. In dieser Arbeit wurde die Bildung und Reparatur von
Doppelstrangbriichen nach Cisplatin-Einwirkung und Bestrahlung vs. alleinige

Bestrahlung untersucht.

Methodik: Die temperaturempfindliche Hefemutante rad54-3 kann bei der restriktiven
Temperatur von 36°C durch Ausschaltung der homologen Rekombination
Doppelstrangbriiche nicht reparieren. Bei der permissiven Temperatur von 23°C ist die
Doppelstrangbruchreparatur hingegen moglich.

In der vorliegenden Arbeit wurden Zellen der Hefemutante rad54-3 bei 36°C fiir eine
Stunde mit Cisplatin behandelt und nach Auswaschen des Cisplatins fiir 24 Stunden in
Wuchsmedium bei 36°C inkubiert. In vorangehenden Arbeiten wurde bereits gezeigt,
dass diese Behandlung zu einer maximalen Akkumulation von Doppelstrangbriichen
fiihrt. Dann wurden die Zellen in Nichtwuchsmedium iiberfiihrt und unter hypoxischen
Bedingungen mit Dosen von 150, 200 und 300 Gy bestrahlt. Die Reparaturkinetik der
durch die kombinierte Behandlung entstandenen Doppelstrangbriiche wurde in
Nichtwuchsmedium bei der permissiven Temperatur von 23°C nach 0, 2, 4, 6, 24 und
48 Stunden untersucht und Doppelstrangbriiche mittels Pulsfeldgelektrophorese
quantifiziert. Die Aufnahme der Elektrophoresegele wurde mittels konventioneller
Fotografie und CCD-Kamera durchgefiihrt. Um die Reparaturkinetiken der
Doppelstrangbriiche nach Kombinationsbehandlung von Cisplatin und Bestrahlung vs.
alleiniger Bestrahlung vergleichen zu konnen, wurden Versuchsreihen mit alleiniger
Bestrahlung mit 200 und 300 Gy hypoxischer rad54-3-Zellen durchgefiihrt und die

Reparaturkinetik der entstandenen Doppelstrangbriiche iiber 48 Stunden beobachtet.
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Ergebnisse: Die Anzahl an induzierten Doppelstrangbriichen nach Bestrahlung war
dosisabhiingig. Bei der Kombinationsbehandlung Cisplatin und Bestrahlung addierten
sich die bestrahlungsbedingten Doppelstrangbriiche auf die Cisplatin-bedingten
Doppelstrangbriiche. Es zeigte sich kein wesentlicher Unterschied in der
Reparaturkinetik der Doppelstrangbriiche nach Bestrahlung von Cisplatin-
vorbehandelten und nicht vorbehandelten Zellen. Die relative Anzahl an nicht
reparierten Doppelstrangbriichen lag nach alleiniger Bestrahlung und nach
Kombinationsbehandlung Cisplatin  und Bestrahlung bei 30%, 70% der
Doppelstrangbriiche wurden repariert. Es konnte somit kein sensibilisierender Effekt
der Cisplatinbehandlung fiir die Bestrahlung festgestellt werden. Ein iiberraschendes
Ergebnis war die Bildung von Doppelstrangbriichen wihrend der 20miniitigen Nj-
Begasung der Zellen in Cisplatin-vorbehandelten Zellen vs. keinen Effekt in nicht
vorbehandelten Zellen. Diese Bildung von Doppelstrangbriichen lie sich durch
Verwendung von 4°C vs. 20°C warmen Puffer teilweise hemmen und deutet somit auf
eine Bildung von Doppelstrangbriichen durch enzymatische Reaktionen bedingt durch
die Cisplatin-Vorbehandlung hin.

Weiterhin wurden die Aufnahmemethoden (konventionelle Fotografie vs. CCD-
Kamera) miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich kein signfikanter Unterschied,
aufgrund einer geringeren Standardabweichung bei Verwendung der CCD-Kamera und

der einfacheren Handhabung empfehlen sich jedoch Aufnahmen mittels CCD-Kamera.

Schlussfolgerung: Am Modell der Hefe Saccharomyces cerevisiae als eukaryote Zelle

wird anhand Induktion und Reparatur von Doppelstrangbriichen die Wirksamkeit einer
kombinierten Radio- und Chemotherapie gezeigt. Bei der kombinierten Behandlung mit
Cisplatin und Bestrahlung zeigt sich zwar ein additiver, jedoch kein sensibilisierender
oder potenzierender Effekt der Cisplatin-Behandlung fiir die Bestrahlung unter
Hypoxie. Die Ubertragbarkeit auf die klinische Situation ist allerdings aufgrund der

verschiedenen Reparaturmechanismen von Hefe- vs. Sdugerzellen begrenzt.
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