2 Materialien und Geréate
2.1 Chemikalien

[4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfonsdure (HEPES), 1M; Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland

2’-Deoxycytidin; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

2-Propanol, Isopropylalkohol; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
3-Morpholino-1-propansulfonsdure (MOPS); Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
5-Bromo-2’-Deoxyuridin (BrdU); Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Agarose; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Albumin bovine (BSA); Serva, Heidelberg, Deutschland

Ampuwa, destilliertes Wasser; Fresenius Kabi Deutschland, Bad Homburg,

Deutschland
CaCl,; Merck, Darmstadt, Deutschland
Chloroform, Trichlormethan; J. T. Baker B. V., Deventer, Niederlande
Coffein, wasserfrei; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Diethylpyrocarbonat (DEPC), Diethyldicarbonat; Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO), >99,5%; Roth, Karlsruhe, Deutschland

Dithiothreitol (DTT), 1,4-Dimercapto-2,3-butandiol; Boehringer Bioproducts,
Heidelberg, Deutschland

Dulbeccos phosphatgepufferte Kochsalzlosung (D-PBS), ohne Kalzium, Magnesium;
Gibco, Invitrogen Ltd, Paisley, UK

Ethanol, absolut; J. T. Baker B. V., Deventer, Niederlande

Ethidiumbromid (EB), 3,8-Diamino-5-ethyl-6-phenylphenanthridiniumbromid,

Homidiumbromid, reinst; Serva, Heidelberg, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA); Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
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Formaldehyd, 36,5 bis 38% in wissriger Losung; Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Formamid, entsalzt; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Giemsa-Hollborn-Original-Stammlosung; Dr. K. Hollborn & S6hne, Leipzig,
Deutschland

Glycerin, 99+%; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Hanks’ gepufferte Salzlosung (HBSS), ohne Kalzium, Magnesium, Phenolrot; Gibco,
Invitrogen Ltd, Paisley, UK

Hoechst 33258, Bisbenzimid; Riedel-de Haén AG, Seelze, Deutschland
Hoechst 33342, Bisbenzimid; Serva, Heidelberg, Deutschland

MgCl,; Merck, Darmstadt, Deutschland

NacCl; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Natriumacetat; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Nonidet P40, Octylphenolpolyethylenglycolether; Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Orange G; ICN Biomedicals Inc., Costa Mesa, USA

Phalloidin, Fluorescein-Isothiocyanat-konjugiert (FITC-Konjugat); Sigma-Aldrich,
Taufkirchen, Deutschland

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF); Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Propidiumiodid (PI); Serva, Heidelberg, Deutschland

SYBR Green I, Cyaninfluoreszenzfarbstoff; Applied Biosystems, Foster City, USA
Tris-HCI; Merck, Darmstadt, Deutschland

Triton X-100; Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

2.2  Stammldsungen und Reagenzien

10x Formaldehydgel-Ladepuffer — 50% Glycerin
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10 mM EDTA (pH 8,0)
2 mg/100 ml Orange G
in DEPC-behandeltem Ampuwa

10x MOPS-Elektrophoresepuffer

200 mM MOPS (pH 7,0)
20 mM Natriumacetat
10 mM EDTA (pH 8,0)

BrdU-Stammldsung

6 mM 2’-Deoxycytidin
6 mM 5-Bromo-2’-Deoxyuridin
in D-PBS

Coffein-Stammlosung

100 mM Coffein
in D-PBS

DEPC-behandeltes Wasser

0,1% DEPC
in Ampuwa
24 h Inkubation

Autoklavierung (121°C, 1 bar, 15 min)

Formaldehyd-Fixativ

1% Formaldehyd
in D-PBS

Kernlysepuffer

s. Zelllysepuffer
500 mM NacCl

Tris-Puffer

100 mM Tris-HCI
154 mM NacCl

0,5 mM MgCl,

1 mM CacCl,
0,1% Nonidet P40
0,2% BSA

in Ampuwa

Triton-Losung

0,1% Triton X-100
in D-PBS

Zelllysepuffer

20 mM HEPES

10 mM NaCl

1,5 mM MgCl,

0,2 mM EDTA

1 mM DTT

1 mM PMSF

20% Glycerin
0,1% Triton X-100
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in Ampuwa

PMSF-Stammldsung — 100 mM PMSF
— in 2-Propanol
DTT-Stammldsung - 1MDTT
— in Ampuwa

Alle Stammlosungen werden bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert.

2.3  Farbeldsungen und Gele
2.3.1 Stammldsungen

Ethidiumbromid-Stammldsung

150 pg/ml Ethidiumbromid

in Ampuwa

Hoechst 33258-Stammldsung — 2 mg/ml Hoechst 33258
— in Ampuwa
Hoechst 33342-Stammlosung — 500 pg/ml Hoechst 33342
— in Ampuwa
Phalloidin-Stammldsung — 100 pg/ml Phalloidin
— in PBS

Propidiumiodid-Stammldsung

50 pg/ml Propidiumiodid

in Tris-Puffer

Alle Féarbelosungen werden bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert.

2.3.2 Gebrauchslésungen und Gele

Ethidiumbromid-Gebrauchslosung
(3 pg/ml)

2% Ethidiumbromid-Stammldsung

in Tris-Puffer

Giemsa-Gebrauchslosung

10% Giemsa-Hollborn-Original-
Stammldsung

in Ampuwa

Hoechst 33258-Gebrauchslosung
(1,2 pg/ml)

0,06% Hoechst 33258-Stammldsung

in Tris-Puffer

Hoechst 33342-Gebrauchslosung
(5 pg/ml)

1% Hoechst 33342-Stammlosung

in Zellkulturmedium

Phalloidin-Gebrauchslosung (10 pg/ml)

10% Phalloidin-Stammldsung
in PBS
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Propidiumiodid-Gebrauchslosung — 10% Propidiumiodid-Stammldsung
(5 pg/ml) — 200 pg/ml RNase

— in Tris-Puffer

Formaldehydgel - 1,5% Agarose

— 10% 10x MOPS-Elektrophoresepuffer
— 18% Formaldehyd

— in DEPC-behandeltem Ampuwa

Alle Farbelosungen werden bei 4°C lichtgeschiitzt gelagert.

2.4 Zellkulturmedien und Zuséatze

Antibiotika/Antimykotika-Losung, 100x, 10000 U/I Penicillin, 10000 pg/ml
Streptomycin, 25 pg/ml Amphotericin B, in 0,85% Kochsalzlosung; Gibco,
Invitrogen Ltd, Paisley, UK

fotales Rinderserum (FKS); Gibco, Invitrogen Ltd, Paisley, UK

Fungizone Antimykotika, 250 pg/ml Amphotericin B, in Wasser; Gibco, Invitrogen Ltd,
Paisley, UK

Minimum Essential Medium (MEM), 100x, ohne L-Glutamin; Gibco, Invitrogen Ltd,
Paisley, UK

Minimum Essential Medium (MEM), mit Earles Salzen, L-Glutamine; Gibco,
Invitrogen Ltd, Paisley, UK

RPMI 1640, mit L-Glutamin; Gibco, Invitrogen Ltd, Paisley, UK

Zellkulturmedium fiir A549: - 1% 100x MEM

— 1% Antibiotika/Antimykotika-Losung
— 1% Fungizone-Antimykotika

- 15% FKS

- in MEM

Zellkulturmedium fiir H460: — 1% Antibiotika/Antimykotika-Losung
— 1% Fungizone-Antimykotika

- 10% FKS

— in RPMI 1640

Einfriermedium: - 10% DMSO
— in RPMI 1640
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Die Medien sind fiir die Arbeit mit den Zellkulturen auf 37°C vorgewdrmt. Die
Lagerung erfolgt bei 4°C lichtgeschiitzt.

2.5 Enzyme

Trypsin-EDTA, 1x, 0,05% Trypsin, 0,53 mM EDTA-4Na; Gibco, Invitrogen Ltd,
Paisley, UK

Ribonuclease 2.7.7.16, RNase, aus Pankreas; Serva, Heidelberg, Deutschland

2.6 Einwegmaterialien

0,5 ml Safe-lock tubes; Eppendorf, Hamburg, Deutschland
1,5 ml Safe-lock tubes; Eppendorf, Hamburg, Deutschland
12 ml Reagenzrohren; Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
5 ml Reagenzrdhren; Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

15 ml Falcon, Blue Max, Polypropylenréhrchen; Becton Dickinson Labware, Franklin

Lakes, USA
5 ml Falcon, Polypropylenréhrchen; Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes, USA

50 ml Falcon, Blue Max, Polypropylenréhrchen; Becton Dickinson Labware, Franklin

Lakes, USA
Cell scraper, steril; Corning Inc. Life Sciences, Corning, USA

Cellstar, Zellkulturflasche, 75 cm’ (T75), 250 ml; Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Celltrics, 20 pm-Filter; Partec, Miinster, Deutschland

Multiwell 12 well Falcon, Zellkulturplatte; Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
USA

Multiwell 6 well Falcon, Zellkulturplatte; Becton Dickinson Labware, Franklin Lakes,
USA

Nunclon Surface, Zellkulturflasche, 25 cm’ (T25), 50 ml; Nunc A/S, Roskilde,
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Déanemark

Transwell, Membranplatten, Polycarbonat, 8,0 um Poren; Corning Inc. Life Sciences,

Corning, USA

2.7  Kits
p21 human EIA, TiterZyme Kit; Assay Designs Inc., Ann Arbor, USA
pS3 pan ELISA; Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

peqGOLD RNAPure; peqLab, Erlangen, Deutschland

2.8 Gerate

3K 30, Kiihlzentrifuge; Sigma-Aldrich, Tautkirchen, Deutschland

Anthos ELISA reader 2100, Fotometer; Anthos Labtec Instruments, Salzburg,

Osterreich
BSK 6, Sicherheitswerkbank; Anthos Mikrosysteme, K&ln, Deutschland
BB 16, Begasungsbrutschrank; Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland

HI 9017 Microprocessor, pH-Meter; Hanna Instruments Deutschland, Kehl am Rhein,
Deutschland

Instant Camera System, MP 4+, 44-16, Fotodokumentationsanlage; Polaroid,
Bedfordshire, UK

Leitz DMR, Licht- und Fluoreszenzmikroskop; Leica Camera, Solms, Deutschland

Leitz Fotoautomat WILD MPS 28/32, fiir Licht- und Fluoreszenzmikroskop; Leica

Camera, Solms, Deutschland

Leitz Filterblock, fiir Filterblock | Anregung | Teilung | Sperrung
Licht- und A (UV) 340-380 nm | 400 nm | 430 nm
Fluoreszenzmikroskop; N 2.1 (Griin) | 515-560 nm | 580 nm | 580 nm
Leica Camera, Solms, | 3 (Blay) | 420-490 nm | 510 nm | 515 nm
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Deutschland
Neubauer-Zahlkammer; Fein-Optik, Blankenburg, Deutschland
PAS III, Durchflusszytometer; Partec, Miinster, Deutschland
REAX top, Vartexer; Heidolph Instruments, Schwabach, Deutschland

SW 21, Wasserbad; Julabo Labortechnik, Seelbach, Deutschland

Umkehrmikroskop, 6,3x, 10x Objektiv, 10x Okular; Carl Zeiss Jena, Jena, Deutschland

Universal 30 RF, Kiihlzentrifuge mit Ausschwingrotor; Andreas Hettich, Tuttlingen,
Deutschland

UV-Flachenstrahler, 254 nm; Konrad Benda, Wiesloch, Deutschland

Gammatron S, Bestrahlungseinheit; Siemens, Mannheim, Deutschland

29 Software

FlowMax, Version 2.3, Cytometry software; Partec, Miinster, Deutschland
GraphPad Prism, Version 4.00; GraphPad Software, San Diego, USA
MikroCOM, Reader software; Mikrotek Laborsysteme, Overath, Deutschland
MikroFIT, Reader software; Mikrotek Laborsysteme, Overath, Deutschland

WinMDI, Version 2.8; Joseph Trotter, Salk institute, La Jolla, USA
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3 Methoden
3.1 Zellkultur
3.1.1 Zelllinien

Die Untersuchungen erfolgen am in vitro-Modell. Es werden die nicht-kleinzelligen,
epithelialen Bronchialkarzinomzelllinien A549 und H460 verwendet. Beide Zelllinien
sind Permanentkulturen und wachsen adhérent als Monolayer. A549 stammt aus der
Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ, Deutschland.
Sie wurde aus einem explantierten Lungentumor im Jahr 1972 etabliert [Lieber et al.,
1976]. H460 wurde 1982 aus der Pleurafliissigkeit eines Patienten mit nicht-
kleinzelligem Bronchialkarzinom gewonnen und ist von der American Type Culture
Collection, ATCC, USA, bezogen worden. A549 und H460 sind sowohl durch eigene
Analysen als auch durch die Literatur als p53-Wildtyp charkterisiert [Stuschke et al.,
2002]. Der virologische Status fiir HCV und HIV1 ist fiir beide Zelllinien negativ.

3.1.2 Zellkultivierung

Die Zelllinien wachsen unter sterilen Bedingungen bei 37°C, 5% CO, und 95% relativer
Luftfeuchte im Begasungsbrutschrank. Zur standardisierten Kultivierung wird fiir beide
Zellarten eine konstante Einsaat von 5 x 10° Zellen pro Zellkulturflasche vorgenommen.
Die Flaschenoberfliche betrigt 75 cm®. Es werden gemiB dem Standardprotokoll der
DSMZ und ATCC die Ndhrmedien Minimum Essential Medium (MEM) fiir A549 und
RPMI 1640 fiir H460 und die Pufferlosungen D-PBS und HBSS fiir A549 und H460
verwendet. Die Nédhrmedien sind mit 2,75 pg/ml Amphotericin B, 100 pg/ml
Streptomycin und 100 U/l Penicillin angereichert. Der FKS-Gehalt betrdgt 15% bzw.
10% fiir A549 und H460. Das Ndhrmedium der A549 enthilt zusétzlich 1%
100x MEM. Ein Mediumwechsel erfolgt drei Tage nach der Einsaat zur Stimulierung
des Wachstums und fiir eine maximale Zellausbeute und -qualitdt. Eine Woche nach der
Einsaat wird die Passagierung mittels Trypsinierung durchgefiihrt. Fiir eine maximale
Trypsinwirkung bei moglichst kurzer Einwirkzeit zur Vermeidung von Zellschiden
werden die Kulturen in ihren Flaschen zweimal mit entsprechender Pufferlosung zur
Entfernung des FKS-haltigen Mediums gespiilt. Zur Trypsinierung wird 1x Trypsin-
EDTA fiir 3 min bei Brutschrankbedingungen verwendet. Im Anschluss wird die
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Trypsinlosung mit D-PBS bzw. HBSS im Verhiltnis 1:1 zur Einzelzellsuspension
verdiinnt und die Trypsinierung mit FKS-haltigem Ndhrmedium gestoppt. Die
Zellausbeute der Passage wird zur Kontrolle des Wachstums und zur Beurteilung der
Proliferationsfahigkeit mittels Neubauer-Zdhlkammer im Umkehrmikroskop bestimmt.
Die absolute Zellausbeute betrdgt im Durchschnitt fiir die Zelllinie A549
2,0 x 10° Zellen/cm” und fiir H460 3,4 x 10° Zellen/cm®. Eine Teilsynchronisation der
Zellen von tiber 80% in der Go/G;-Phase wird durch Kontaktinhibition und
Serumverarmung erreicht. Der Gy-Anteil betrdgt dabei unter 10%. Diese
Synchronisation in der stationdren Phase stellt die Ausgangsbedingung fiir alle
Experimente dar. [Lindl, Bauer, 1994; Stuschke et al., 2002; modifiziert nach ATCC
und DSMZ]

3.2 Allgemeine Versuchsdurchfihrung

Alle Experimente werden mit Zellen in maximaler G;-Synchronisation durchgefiihrt.
Die Subkultivierung fiir die Versuchsansitze findet mit einer definierten Zelleinsaat in
entsprechenden Kulturgefdflen statt. Nach erfolgter Adhdrenz der Zellen nach 4 h unter
Brutschrankbedingungen erfolgt die Zugabe der Coffeinlosung. Es wird eine nicht- bzw.
subtoxische Coffeinkonzentration von 2 mM und fiir die Untersuchung der Apoptose
eine 5 mM Konzentration verwendet, die sich an der aktuellen Literatur orientiert
[Sarkaria et al., 1999; Qi et al., 2002; Vavrova et al., 2003]. In Anlehnung an Vavrova
et al.,, 2003 wird nach einer Inkubationszeit von 30 min mit 80Co-Strahlen an dem
Gammatron S der Firma Siemens bei Raumtemperatur bestrahlt. Es wird eine hohe
Dosisleistung verwendet, die im Zeitraum der Versuche 1,15 bis 1,05 Gy/min betrug.
Der Fokus-Oberflachen-Abstand (FOA) misst 65 cm. Das Bestrahlungsfeld hat eine
GroBe von 40x 40 cm”. Der Bestrahlungsaufbau ist normiert und dosimetrisch
kontrolliert. Die Schwankungsbreite der Strahlendosis liegt unter 5%. Die Dosis der
Bestrahlung ist von der Zielsetzung der einzelnen Versuche abhéngig. Fiir den
Koloniebildungstest wird eine Dosisreihe von 0 bis 8 Gy mit Inkrementen von 1 Gy
erstellt. Die Beurteilung des Zellzyklus wird unter isoeffektiver Bestrahlung
durchgefiihrt. Mit einer aus dem Zelliiberleben ermittelten Strahlendosis von 6 Gy fiir
A549 und 3 Gy fiir H460 wird die unterschiedliche Strahlensensibilitdt beider Zelllinien

beriicksichtigt und eine vergleichende Darstellung der Proliferationskinetik unter
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anndhernd identischem klonogenen Zelliiberleben bei isoeffektiver Bestrahlung
gewihrleistet. Die Apoptose wird provokativ bei einer proliferationshemmenden Dosis
von 10 Gy untersucht [Qi et al., 2002]. Fiir alle weiteren Versuche wird eine
Strahlendosis von 6 Gy verwendet. Den Experimenten dienen jeweils unbehandelte
Proben zur Kontrolle, coffeininkubierte, bestrahlte und Proben mit der Kombination

beider Modulatoren.

3.3  Koloniebildungstest

Zur Bestimmung der Strahlenempfindlichkeit und zur Beurteilung der Coffeinwirkung
beziiglich dieser wird der Koloniebildungstest verwendet. Er gibt Aufschluss iiber die
proliferative Kapazitit der Zellen unter ionisierender Bestrahlung. Es werden
strahlenbiologische Parameter, wie die Uberlebensfraktion bei 2 Gy (SF2) und die
Plattiereffizienz (PE) ermittelt. Eine Dosisreihe von 0 bis 8 Gy ermdglicht die
Darstellung einer Zelliiberlebenskurve. Mit Hilfe des linear-quadratischen Modells
konnen anhand der Zelliiberlebenskurve weitere Parameter zur Charakterisierung der

Strahlenempfindlichkeit aufgezeigt werden.

3.3.1 Koloniebildung

Die Grundlage des Experimentes ist das Auswachsen von Zellkolonien. Dabei wird
nach Steel, 1993 eine Kolonie mit mindestens 50 Zellen definiert. Fiir eine optimale
quantitative Beurteilung werden etwa 60 bis 100 Kolonien je Dosis angestrebt. Die
dafiir erforderlichen Zelleinsaaten sind in Vorversuchen ermittelt. Die definierten
Zellzahlen fiir die Volumeneinsaat werden in mehreren Verdiinnungsschritten
hergestellt. Es werden zur Bestimmung des akuten Uberlebens und nach Modulation mit
Coffein bei einer Bestrahlung von 0 bis 8 Gy T25-Flaschen dreifach angesetzt. Eine
Pufferung des pH-Wertes des Ndhrmediums mit 2% HEPES ist aufgrund der relativ
geringen Zellzahl nétig. Die Einwirkung von Coffein wird 72 h nach Einsaat durch
Mediumwechsel beendet. Damit stehen zum einen mehrere Zellzyklen und
Zellgenerationen unter dem Einfluss von Coffein und zum anderen wird der toxische
Einfluss der Substanz auf ein Minimum reduziert. Die Kolonien wachsen unter

Kulturbedingungen aus. Das Koloniewachstum wird nach 14 Tagen beendet.
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Die Kolonien werden zur mengenméfigen Bestimmung in den Kulturflaschen
angefirbt. Uberschiissige Proteine werden durch zweimaliges Waschen mit D-PBS
entfernt. Die Zellen werden zur Fixierung 15 min in Ethanol inkubiert. Die Farbung der
Kolonien erfolgt mit der Giemsa-Gebrauchslosung fiir 45 min. Restliche Farbelosung

wird mit Ampuwa ausgespiilt.

3.3.2 Linear-quadratisches Modell

Zur Beurteilung der Strahlensensibilitit der Zellen kann die mathematische Analyse von
Zelliiberlebenskurven mit Hilfe des linear-quadratischen Modells (linear-quadratic
model, LQ-Modell) erfolgen. Das LQ-Modell dient der Beschreibung der
Bestrahlungsreaktion im Niedrigdosisbereich von 0 bis 3 Gy. Das Modell ermdglicht
daneben die Analyse fraktionierter Bestrahlung und wird seit 1980 nach dem National
Council on Radiation Protection and Measurements insbesondere zum Erstellen von

Therapiekonzepten eingesetzt.

Die Grundlage des Modells ist die molekulare Theorie von der Strahlenletalitdt durch
unreparierte  Doppelstrangbriiche. Es wird zwischen subletalen und letalen
Strahlenschdden unterschieden. Die fiir die Zellinaktivierung ursédchlichen
Doppelstrangbriiche konnen sowohl aus einer als auch aus mehreren Strahlungsbahnen
von Sekundirelektronen resultieren. Die Wahrscheinlichkeit P; eines Doppel-
strangbruches durch die Strahlungsbahn eines einzelnen Sekundérelektrons, ein Ein-
Spur-Ereignis, ergibt sich aus der Strahlendosis D und der zellspezifischen Konstante a
mit der Einheit [Gy'l] (D. Sie steigt linear mit der Strahlendosis an. Demgegeniiber
besteht die Wahrscheinlichkeit P, einer Letalitdt durch Wechselwirkung einzelner,
subletaler Einzelstrangbriiche, die durch mindestens zwei Sekundirelektronen bedingt
sind. P, ermittelt sich aus der Strahlendosis D und der zellspezifischen Konstante B mit
der Einheit [Gy™?] (I). Die subletalen Strahlenschiden steigen ebenfalls linear mit der
Dosis an. Die Wahrscheinlichkeit der Wechselwirkung subletaler Strahlenschiden
nimmt proportional zum Quadrat der Dosis zu. Die Gesamtwahrscheinlichkeit P einer
Letalitét leitet sich von der linearen Komponente P; und der quadratischen Komponente

P, ab (III).
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R =aDb D
P, = AD* (I
P=aD + D’ (111)

Die Gesamtfraktion SFp, iiberlebender, mit der Dosis D bestrahlter Zellen ergibt sich
aus den obigen Wahrscheinlichkeiten (VI). Sie wird aus der Fraktion letal (SF;; IV) und
subletal (SF,; V) geschidigter Zellen ermittelt und mit Hilfe des natiirlichen
Logarithmus dargestellt. Das Zelliiberleben nimmt in der linearen Komponente linear

zur Dosis ab und in der quadratischen Komponente zum Quadrat der Dosis ab.

InSF, =-aD (IV)
InSF, =-pD? (V)

InSF, = -aD - D’

SF, =e ™™ Vb

Die graphische Darstellung der Uberlebenskurve erfolgt unter Anwendung der
Poisson’schen Verteilung und ergibt durch die Logarithmierung eine Streckung des
unteren Abschnittes der Kurve (Abb. 3-1). Die Konstante -o bestimmt die
Anfangsneigung des Kurvenverlaufs ab 0 Gy mit der linearen Komponente und stellt
den Anstieg der anfanglichen Tangente dar. Die Strahlensensibilitit bei geringer Dosis
wird durch a beschrieben und korreliert am stirksten mit der Strahlenreaktion des
Tumors in vivo. Die Konstante -B gibt die Kriimmung der Kurve im weiteren Verlauf
an. Der Quotient o/f grenzt die lineare von der quadratischen Komponente ab. Das
Verhiltnis ist fiir die Ausprdagung der Schulter der Kurve verantwortlich und gibt die
Strahlendosis D an, bei dem -oD und -pD? bzw. der subletale und letale
Strahlenschaden den gleichen Anteil an der Zellabtétung haben. Ein weiteres
zellcharakteristisches Kriterium stellt die Uberlebensrate bei 2 Gy (SF2) dar und gibt
Auskunft iiber die Strahlensensibilitidt. [Chadwick, Leenhouts, 1975; Gallert, 1979;
Malaise et al., 1987; Steel, 1993]
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Abb. 3-1: LQ-Modell. Darstellung der Anfangstangente der Uberlebenskurve mit der
Steigung -a. (Exemplarisch fiir die Zelllinie A549 bei Bestrahlung nach maximaler G;-
Synchronisation)

3.4  Zellzyklusanalyse

Zur Beurteilung der Proliferationskinetik unter den einzelnen Behandlungen werden
aufeinander folgende Zellzyklen dargestellt. Die BrdU/Hoechst-Ethidiumbromid-
Methode ermoglicht dazu die Darstellung aufeinander folgender Zellzyklen in ihrer
Kinetik mit den einzelnen Phasen G¢/G;, S und G,/M [Ormerod, Kubbies, 1992;
Schmitz, Rothe, 1994; Gilligan et al., 1996]. Die Zellen werden mit 5-Bromo-2’-
Deoxyuridin (BrdU) und 2’-Deoxycytidin in equimolarer Konzentration permanent
inkubiert. BrdU wird in der Synthesephase anstelle von Thymidin in die DNA eingebaut
[Latt, 1973; Latt, 1974]. Somit ist durch den Einbau des Thymidin-Analogons BrdU bei
der DNA-Replikation die neu synthetisierte DNA von der elterlichen zu unterscheiden.
2’-Deoxycytidin dient dem optimalen Nukleotidstoffwechsel. Die alleinige Gabe von
BrdU beeinflusst diesen sowie die Chromatinstruktur und -stabilitdt [Latt, 1973; Latt,
1974]. Die Kombination beider Substanzen in einer Konzentration von je 60 uM
beeinflusst den Zellzyklus nicht und ermdglicht eine scharfe Trennung der einzelnen

Zellzyklusphasen in der Durchflusszytometrie.

Die Zellkulturen werden nach dem Ernten zu definierten Zeitpunkten mit den DNA-
Fluoreszenzfarbstoffen Hoechst 33258 und Ethidiumbromid (EB) angefirbt. Das
Bisbenzimid Hoechst 33258 mit einer Konzentration von 1,2 pg/ml dient der DNA-
Fluoro-Chromierung und bindet {iberwiegend an das Basenpaar Adenin-Thymin. Die

Bindungsstellen und damit die blaue Fluoreszenz des Hoechst-Farbstoffs mit einer
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Emission von 478 nm wird durch den verstirkten Einbau des Thymidin-Analogons
BrdU in jedem Zellzyklus zunehmend vermindert (Quenching-Effekt). EB in einer
Konzentration von 3 pg/ml erlaubt die Darstellung der einzelnen Subpopulationen des
Zellzyklus. Es farbt die DNA infolge Interkalation in die Doppelhelix und wird nicht
durch BrdU beeinflusst. EB besitzt eine rot-orange Fluoreszenz mit einer Emission von
620 nm. Mit beiden Férbungen ist es moglich, in einer zweidimensionalen
Durchflusszytometrie eine Auftrennung der proliferierenden Zellen in mindestens drei
aufeinander folgenden Zellzyklen mit einer quantitativen Analyse der jeweiligen G-, S-
und G,/M-Phase sowie der nicht proliferierenden G¢/G,-Fraktion zu erzielen. [Ormerod,

Kubbies, 1992; Schmitz, Rothe, 1994; Rompp, 1995; Gilligan et al., 1996]

Die Proliferationskinetik wird nach isoeffektiver Bestrahlung sowohl mit als auch
ohne Einfluss von Coffein beobachtet. Es werden fiir den Versuchsansatz
1 x 10° Zellen/ml in 12-Well-Zellkulturplatten eingesit. Die BrdU-2’-Deoxycytidin-
Gabe erfolgt unmittelbar nach der Bestrahlung. Die Kultivierung findet bei
Brutschrankbedingungen statt. Die Zellzyklen werden in einem Zeitfenster von 0 bis
72 h mit einem Intervall von 4 h analysiert. Die Zellernte erfolgt zum Schutz der DNA
lichtgeschiitzt. Die Zellen werden zur Entfernung iiberschiissiger Proteine zweimal mit
D-PBS gespiilt und anschlieBend zur Dissoziierung trypsiniert. Die Probe wird
zellschonend in 12 ml Reagenzréhren zentrifugiert (303 g, 4°C, 7 min) und erneut
zweimal mit D-PBS gewaschen. Das Zentrifugat wird anschlieBend in 1 ml 4°C
gekiihlten Einfriermedium in 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen aufgenommen und bis zur

Durchflusszytometrie bei -80°C aufbewahrt.

Die Féarbung zur durchflusszytometrischen Messung wird lichtgeschiitzt
durchgefiihrt. Die bei Raumtemperatur im Wasserbad aufgetauten Zellproben werden in
12 ml Reagenzrohren iiberfiihrt und zentrifugiert (303 g, 4°C, 7 min). Der Uberstand
wird verworfen. Im ersten Féarbeschritt wird das Pellet in 1 ml 4°C temperierter Hoechst
33258-Gebrauchslosung suspendiert und 15 min unter regelmédBigem Schiitteln zur
Wahrung der Einzelzellsuspension inkubiert. Die zweite Farbung erfolgt mit 1 ml 4°C
gekiihlter Ethidiumbromid-Gebrauchslosung. Die Inkubationszeit betrdgt ebenfalls

15 min bei gleichen Bedingungen.

Die Quantifizierung der Zellzyklen mit den einzelnen Subpopulationen erfolgt mit

dem Durchflusszytometer PAS III von Partec in einer zweiparametrigen Darstellung der
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beiden Substanzen Hoechst 33258 und Ethidiumbromid. Zur Anregung beider
Fluorochrome wird eine Quecksilberhochdrucklampe HBO, 100 W als UV-Quelle mit
einer Extinktion von 365 nm verwendet. Es werden je Probe und Messzeitpunkt 10.000

Zellen mit der Software WinMDI analysiert.

3.5  Apoptoseanalyse

Die Apoptose wird morphologisch anhand der DNA definiert. Zusédtzlich konnen neben
den eintretenden DNA-Schidigungen apoptotische Schiden anhand von
Membranverdnderungen mittels F-Actin, einem Bestandteil der Pseudopodien und
Mikrovilli nachgewiesen werden. Dieses Protein vermindert sich im Prozess der
Apoptose. Die Analyse der Apoptose findet zum Zeitpunkt T =240h nach der
Bestrahlung statt. [Endresen et al., 1995; Mangoldt et al., 2002]

Die DNA-Schiddigung wird mit zwei Firbetechniken beurteilt. Mit Hilfe des
Supravitalfarbstoffes Hoechst 33342, der reversibel an die DNA bindet, wird die
Zellmorphologie mikroskopisch bewertet. Dazu werden die Kulturen in ihren 6-Well-
Zellkulturplatten mit dem Bisbenzimid mit einer Blaufluoreszenz bei 483 nm in einer
Konzentration von 5 pg/ml fir 20 min unter Brutschrankbedingungen gefarbt.
AnschlieBend werden die Proben zum Entfernen des Ndhrmediums und iiberschiissiger
Féarbelosung zweimal mit D-PBS gespiilt und in einer nicht toxischen 0,5 pg/ml
konzentrierten Farbelosung bei 4°C aufbewahrt. Die Morphologie der adhédrenten Zellen
wird mit einem Fluoreszenzmikroskop beurteilt. Ein UV-Filter mit einer Anregung bei
340 bis 380 nm zusammen mit einer Quecksilber-Bogenlampe HBO, 50 W dient der
Fluoreszenzmikroskopie. [Rompp, 1995; Amirlak, Couldwell, 2003]

Des Weiteren wird die DNA mit dem interkalierenden Fluorochrom Propidiumiodid
(PI) mit einer Rotorangefluoreszenz bei 617 nm gefirbt. Damit werden
durchflusszytometrisch die Zellzyklusphasen und die DNA-Schidigung unter Apoptose
dargestellt. Es werden dazu sowohl adhirente als auch im Uberstand befindliche Zellen
verwendet. Die durch Trypsinierung gewonnenen Zellen werden in 15 ml-Réhrchen mit
D-PBS zum Entfernen von restlichem Ndhrmedium und FKS gewaschen und schonend
zentrifugiert (303 g, 4°C, 7 min). Zur Fixierung werden die Zellen mit 1% Formaldehyd
bei 4°C fiir 12 h inkubiert. Das Formaldehyd wird mit 0,1% Triton-Losung als
Detergenz und D-PBS in mehreren Waschschritten entfernt. Es folgt die Farbung der
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DNA mit 5 ug/ml PI. Die Inkubation der Einzelzellsuspension erfolgt fiir mindestens
1 h bei 4°C. Der durchflusszytometrischen Darstellung der angefiarbten DNA dient ein
Argon-Laser mit einer Emission von 488 nm. Es werden pro Probe 30.000 Zellen mit
dem PAS III-Durchflusszytometer gemessen. Zusétzlich werden die Zellen im
Fluoreszenzmikroskop charakterisiert und fotodokumentiert. Die PI-Firbung wird dazu
mit einem Griin-Filter bei einer Anregung von 515 nm bis 560 nm dargestellt. Als
Lichtquelle wird eine Quecksilber-Bogenlampe HBO mit 50 W verwendet. [Amirlak,
Couldwell, 2003]

Die Farbung des Membranproteins F-Actin erfolgt mit einem Phalloidin-Fluorescein-
Konjugat in einer Konzentration von 10 pg/ml. Phalloidin bindet an das Protein und
markiert es durch das FITC. Das Fluorochrom besitzt eine Emission von 519 nm.
Vermindertes F-Actin fiihrt zu einer Abnahme der Fluoreszenz. Die zu untersuchenden
Zellen stammen aus dem gleichen Ansatz fiir die Propidiumiodid-Féarbung. Die Farbung
erfolgt vor der PI-Gabe. Die Einzelzellsuspension wird mit der Phalloidin-Farbelsung
1 h bei Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Uberschiissige Firbelosung wird
anschlieBend mit D-PBS herausgewaschen. Die Bestimmung des F-Actin-Gehaltes wird
zusammen mit der PI-Gegenfarbung zur Sicherung der Detektion von Zellen mit
Zellkern durchflusszytometrisch durchgefiihrt. AuBBerdem wird auch die Zellmembran
mit der FITC-Farbung mit einem Blau-Filter bei einer Anregung von 450 nm bis

490 nm mikroskopisch dargestellt. [Amirlak, Couldwell, 2003]

3.6  p53- und p21-Proteinanalyse

Die Proteine p53 und p21 werden hinsichtlich ihrer Beeinflussung durch Coffein
unmittelbar nach genotoxischem Stress untersucht. In einem Zeitraum von 0 bis 8 h
nach Bestrahlung wird die quantitative Bestimmung beider Proteine im 2 h-Intervall

vorgenommen.

Zur Praparation der Kernextrakte mit den darin befindlichen Proteinen werden die
Zellen zunidchst zur Dissoziation trypsiniert und zum Entfernen von Nahrmedium und
Trypsin mit D-PBS gewaschen. Zur Zelllyse wird die Probe mit 2,5 ml hypotonischem
Zelllysepuffer fiir 5 min auf Eiswasser inkubiert. Nach Zentrifugation (800 g, 4°C,
4 min) des Zelllysates folgt die Kernlyse. Dazu werden 100 pul Kernlysepuffer pro
1 x 10° Zellen dem Pellet hinzugegeben. Das Lysat wird nach 30 min Inkubation auf
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Eiswasser zentrifugiert (35.000 g, 4°C, 10 min). Der p53- und p2l-enthaltende
Uberstand wird bis zur Proteinbestimmung aliquotiert und bei -80°C aufbewahrt.

[Tishler et al., 1993]

Zur quantitativen Bestimmung des p53-Gehaltes dient der p53-pan-ELISA-Kit nach
der vom Hersteller angegebenen Arbeitsvorschrift. In die Streptavidin-beschichtete und
mit Biotin konjugierte Microtiter-Platte werden 100 ul der pS3-Standards zur Erstellung
einer Eichkurve und 100 pl der aufgearbeiteten Proteinproben pipettiert. Es werden
anschlieend zur Markierung des Proteins 100 ul des an Peroxidase gebundenen p53-
Antikorpers (Anti-p53-POD) hinzugegeben. Nach 2 h Inkubation bei Raumtemperatur
und anschliefendem fiinfmaligen Waschen mit entsprechendem Waschpuffer zum
Entfernen nicht gebundener Substanz wird TMB zum Nachweis der Peroxidasereaktion
dazupipettiert. Die Farbreaktion wird nach etwa 15 min Inkubationszeit mit 50 ul TMB-
Stopplosung angehalten. Die Farbintensitit ist dquivalent dem Proteingehalt und wird

fotometrisch bei einer Emission von 450 nm gemessen.

Die p2l-Proteinquantifizierung wird mit dem human p21-EIA-Kit nach
Herstellerprotokoll ~ durchgefiihrt. Die Eichkurve fiir die Ermittlung der
Proteinkonzentration wird durch eine Verdiinnungsreihe des mitgelieferten p21-
Standards erstellt. In die Microtiter-Platte, die mit monoklonalem humanen p21-
Antikorper beschichtet ist, werden 100 pl der p21-Standards und der aufgearbeiteten
Proteinprdparate gegeben und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach fiinfmaligem
Waschen werden 100 ul des polyklonalen humanen p21-Antikérpers (Kaninchen)
zupipettiert und 1 h inkubiert. Es folgt nach erneutem Waschen die Zugabe von 100 pl
des p2l-Peroxidase-Konjugates (Ziege/Anti-Kaninchen-IgG, Meerretich-POD) fiir
30 min. Nach nochmaligem Waschen, 100 ul TMB-Zugabe fiir 30 min und
anschlieBender Zugabe von 100 pul TMB-Stopplosung erfolgt ebenfalls die
fotometrische Emissionsmessung der Proben bei 450 nm zur Bestimmung der

Proteinkonzentration.

3.7  Gen-Analyse

Der Einfluss von Coffein und Bestrahlung auf die Genexpression wird anhand der
mRNA untersucht. Sie reprasentiert die Gesamtheit aller zu einem gegebenen Zeitpunkt

exprimierten Gene, die Proteine codieren [Loffler, Petrides, 1998]. Es werden mit einem
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kommerziell erworbenen immuno-onkologischen Microarray der Firma Memorec
Biotec, Deutschland, liberwiegend Gene mit Funktionen fiir die Proliferation und

Zellzykluskontrolle in einem breiten Spektrum betrachtet.

Die Isolierung der Gesamt-RNA mit der darin enthaltenden mRNA wird 4 h nach
Bestrahlung durchgefiihrt. Dieser Zeitpunkt orientiert sich an der p53-Regulierung mit
einem Maximum des Proteingehaltes unter genotoxischem Stress. Zur Préparation
werden die Zellen durch Abschaben mittels Gummischaber im Nédhrmedium dissoziiert.
Zur Vermeidung von Zellverklumpungen wird die Zellsuspension mehrmals pipettiert
und anschlieBend zentrifugiert (303 g, 4°C, 7 min). Der Uberstand wird verworfen. In
dem geringen Riicklauf des noch verbleibenden Uberstandes wird das Zellpellet mit
750 ul RNAPure zur Zelllyse in 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen inkubiert und zur
Scherung der Zellen resuspendiert. Das Lysat wird zur Kernlyse mit 100 pul Chloroform
unter Schiitteln 30 min auf Eiswasser inkubiert. Die Trennung der RNA von der DNA
und Zelltrimmern erfolgt durch Zentrifugieren (22.136 g, 4°C, 30 min). In der oberen,
wiéssrigen Phase befindet sich die RNA. Zur Prizipitation der RNA wird diese Fraktion
mit 2-Propanol mit einem Volumenanteil von 1:1 versetzt. Die Ausfillung der RNA
erfolgt bei -20°C fiir mindestens 12 h. Das zentrifugierte (22.136 g, 4°C, 30 min) RNA-
Pellet wird zum Reinigen von 2-Propanol mit 70% Ethanol sorgfiltig gespiilt und fiir
etwa 45 min auf Eiswasser an der Luft getrocknet. Das Pellet wird in 20 ul DEPC-
behandeltem und damit RNase-freiem Wasser gelost und bis zur weiteren Verwendung

zu 2 pl und 18 pl aliquotiert bei -80°C gelagert. [Sambrock, Russell, 2001].

Die Integritit der extrahierten RNA wird mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese
tiberpriift. Dazu werden die auf Eis aufgetauten 2 pl-RNA-Proben mit 2 pl 10x MOPS-
Elektrophoresepuffer, 4 ul Formaldehyd und 10 pl Formamid bei 55°C im Wasserbad
60 min und anschlieBend 10 min im Eiswasser inkubiert. Nach Zugabe von 2 ul
10x Formaldehydgel-Ladepuffer mit dem enthaltenden Orange G zur Markierung der
RNA im Gel wird die Probe auf das vorbereitete 1,5%ige Agaroseformaldehydgel
aufgetragen. An die mit 1x MOPS-Elektrophoresepuffer gefiillte Elektrophoresekammer
wird eine Spannung von 120 V fiir 45 min zur Trennung der RNA-Untereinheiten als
Nachweis der RNA angelegt. Die RNA im Gel wird anschlieBend 30 min mit
40 ul/100 ml SYBR Green in 1x MOPS-Elektrophoresepuffer bei Raumtemperatur
lichtgeschiitzt angefarbt. SYBR Green ist ein Cyaninfluoreszenzfarbstoff und bindet
unspezifisch an die RNA. Durch die Bindung steigt das Fluoreszenzsignal des SYBR
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Greens stark an. Die fiir die RNA charakteristischen 28S- und 18S-Untereinheiten
werden in Form von Banden unter UV-Licht nachgewiesen. Zusétzliche Banden stellen

Verunreinigungen durch genomische DNA dar. Schlieren weisen auf eine Degradation

der RNA hin. [Sambrock, Russell, 2001].

3.8  Migrationsanalyse

Der Nachweis der Migrationsfdhigkeit ist unter Verwendung von Transwell-
Membranen moglich. Die FEinsdtze aus einem Polycarbonat haben einen
Porendurchmesser von 8 um. Sie teilen die 6-Well-Zellkulturplatten in ein oberes und
ein unteres Kompartiment. Mindestens 2 h vor der Zelleinsaat werden die Membran mit
FKS-freiem und die Platte mit FKS-haltigem Né&hrmedium fiir den Aufbau eines
Konzentrationsgradienten  dquilibriert. Die Zellen werden nach erneutem
Mediumwechsel in das obere Kompartiment eingesét. Fiir die Analyse werden jeweils
Triplikate angesetzt. Die Detektion migrierter Zellen erfolgt im unteren Kompartiment.
Dazu werden vergleichend beide Fraktionen sowohl mit adhédrenten als auch im
Uberstand befindlichen Zellen separat geerntet. Zunichst wird mit D-PBS gespiilt, zur
Dissoziierung trypsiniert und anschlieBend die Zellsuspension in FKS-haltigem
Medium aufgenommen und in 15 ml-Réhrchen zentrifugiert (303 g, 4°C, 7 min). Die
Zellzahl des Zentrifugates und damit die des Kompartimentes wird mittels Neubauer-

Zahlkammer ermittelt. [modifiziert nach Joy et al., 2003]
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