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1. Einleitung

1.1. Krebs im Kindesalter

Krebs ist nach den Herz-Kreislauferkrankungen die zweithaufigste Todesursache in
Europa. Krebs bezeichnet die maligne Entartung von Zellen und wird durch
Umweltfaktoren, ungesunde Lebensweise wie Rauchen und genetische Defekte
verursacht [1].

Krebs bei Kindern und Jugendlichen macht insgesamt nur ca. 1% aller Krebserkran-
kungen beim Menschen aus, ist aber dennoch die haufigste tddliche Erkrankung und
die zweithdufigste Todesursache bei europaischen Kindern nach dem ersten Le-
bensjahr. In Europa wird jahrlich bei 15.000 Kindern und Jugendlichen eine Krebs-
krankheit diagnostiziert. Die haufigsten Krebserkrankungen bei Kindern und Jugend-
lichen sind Leukamien (34%), Tumore des Zentralen Nervensystems (ZNS) (20%)
und Lymphome (13%). Leuk&mien sind bdsartige Erkrankungen des Blutbildenden
Systems mit Entstehung im Rickenmark. Primare ZNS-Tumoren sind solide Tumo-
ren, die im Gehirn oder Ruckenmark entstehen. Maligne Lymphome sind Krebser-
krankungen, die von Zellen des lymphatischen Systems ausgehen und als Haupt-
merkmal Schwellungen der Lymphknoten zeigen [2].

Bei Kindern, die an Krebs erkranken, spielen exogene Faktoren wie
Umweltbelastungen und ungesunde Lebensweise wahrscheinlich eine geringere
Rolle als im Erwachsenenalter, so dass genetische Faktoren hier eine wichtige
Ursache sein konnen. Allerdings sind nur fir wenige (<10%) Krebserkrankungen im
Kindesalter genetische Risikofaktoren bekannt [3]. Bei Kindern mit einem Zweittumor
ist der Anteil der Féalle mit erblichem Faktor hoher [4,5].

Zum Beispiel kommen genetische DNA-Reparaturdefekte vor, die haufig mit einer
erhohten Chromosomenbrichigkeit, einer starkeren Empfindlichkeit gegentiber DNA-
Schadigung und einem erhéhtem Tumorrisiko einhergehen, wie z. B. die Fanconi-
Anamie (Mutation in den FANC-Genen; AML-Leukamien), die Ataxia teleangiectatica
(Mutation im ATM-Gen; Leukamien und Hodgkin-Lymphome), Xeroderma
pigmentosum (Mutation in den XP-Genen u.w.; Hautkrebs) und das Li-Fraumeni-
Syndrom (Mutation im p53-Tumorsuppressorgen; Leukamien und Hirntumore).

Allerdings konnte bei den an einem Zweittumor erkrankten Kindern nur in seltenen
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Féallen ein genetisches Syndrom mit DNA-Reparaturdefekt festgestellt werden [6].

Fur die meisten Zweittumore, die in keinem Zusammenhang mit der ersten
Krebserkrankung stehen, ist die Atiologie unbekannt. Bei diesen Fallen mit
wiederkehrender Tumorentwicklung besteht eine erhdhte Wahrscheinlichkeit fur
genetische Defekte z. B. in Zellzyklus-, DNA-Reparatur- oder DNA-
Reparaturassoziierten Genen. Moderne genetische Untersuchungsmethoden wie z.
B. Microarrays bieten hierbei eine gute Moglichkeit, potenzielle Krebsrisikofaktoren
fur kindliche Krebserkrankungen zu ermitteln [7].

Im Falle einer kindlichen Krebserkrankung kann mit Zustimmung des Betroffenen
bzw. der Eltern eine Eintragung in das Deutsche Kinderkrebsregister erfolgen. Das
Deutsche Kinderkrebsregister, welches am Mainzer Institut fur Medizinische
Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI) angesiedelt ist, arbeitet seit 1980 als
ein flachendeckendes, bundesweites epidemiologisches Krebsregister. Uber 35.000
Erkrankungsfalle bei einer Bevolkerung von 13 Millionen Kindern bilden die
Datengrundlage. Ein wichtiges Charakteristikum des Kinderkrebsregisters ist die
Moglichkeit, Patienten lange nach ihrer Diagnose bis weit in das Erwachsenenalter
hinein zu kontaktieren. Das Kinderkrebsregister hat giinstige Rahmenbedingungen
durch die gute Mitarbeit der betroffenen Familien und das generelle offentliche
Interesse, das dem Thema Krebs bei Kindern zukommt [8].

Das Deutsche Kinderkrebsregister hat diese Studie zur Untersuchung genetischer
Risikofaktoren fir Krebs im Kindesalter mdglich gemacht, in dem ehemalige
Patienten kontaktiert werden konnten und von ihnen biologische Proben fir
genetische Analysen zur Verfugung gestellt wurden. Die Bestimmung genetischer
Risikofaktoren fur Krebs ist ein wichtiges Ziel der medizinischen Forschung, da dies

die Diagnostik und Therapie von Krebs verbessern kénnte.

1.2. DNA-Schaden

Krebs ist eine genetische Erkrankung somatischer Zellen und ist mit DNA-Schaden
und fehlerhafter DNA-Reparatur assoziiert. DNA-Schaden kénnen durch endogene
und exogene Faktoren verursacht werden. Zu den endogenen Schaden gehoren z.
B. Fehler wahrend der DNA-Replikation. AufRerdem konnen reaktive

Sauerstoffspezies, die als normale Stoffwechselnebenprodukte in der Zelle
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entstehen, spontane Mutationen verursachen. Eine endogene DNA-Schadigung
kann zur Oxidation, Alkylierung oder Hydrolyse (Desaminierung, Depurinierung,
Depyrimidierung) der Basen, Bildung sterisch ungunstiger Addukte, Mismatches
wéahrend der Replikation und DNA-Brichen fihren [9]. Zu den exogenen Faktoren,
die DNA-Schéaden bewirken kdnnen, gehodren z. B. UV-, Rontgen- und y-Strahlung,
thermale Disruption, mutagene Chemikalien (z. B. DNA-interkalierende Agentien)
und Viren. UV-B- und UV-C-Strahlung flihren tber die Bildung von Pyrimidindimeren
und Photoaddukten, welche die Replikation stéren, zu direkten DNA-Schaden, UV-A-
Licht produziert hingegen freie Radikale und schadigt die DNA so indirekt.
lonisierende Strahlung, wie sie z. B. bei radioaktivem Zerfall entsteht oder in
kosmischer Strahlung vorkommt, verursacht Einzel- und Doppelstrangbriiche der
DNA-Strange. Hierbei spielen die DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) eine biologisch
wichtige Rolle, da unreparierte oder falsch reparierte DSBs zu genomischer
Instabilitat fuhren kdnnen und potenziell letal fir die Zelle sind. Thermale Disruption
bei erhohter Temperatur fohrt zum Anstieg der Depurinierungsrate und zu
Einzelstrangbriichen der DNA. Chemische Agenzien hingegen kdénnen zu einer
breiten Diversitat an DNA-Addukten und Crosslinks der DNA fuhren [10,11]. Zum
Beispiel das Anthracyclin Daunorubicin, welches als Chemotherapeutikum gegen
verschiedene Krebsarten eingesetzt wird, interkaliert zwischen den Nukleinbasen der
DNA und blockiert durch Inhibition der Topoisomerase Il die Transkription und die
Replikation in der Zelle. Diese Wechselwirkungen von Daunorubicin fuhren zur
Ausbildung und Akkumulation von DSBs Uber den Zellzyklus [12].

1.3. Zellzykluscheckpoints, DNA-Reparatur und Zelltod

Durch DNA-Schaden werden verschiedene Checkpoints im Zellzyklus aktiviert. An
diesen Checkpoints (Abbildung 1) werden Stoffwechselwege in Gang gesetzt, die
spezifische DNA-Reparaturmechanismen in den verschiedenen Phasen des
Zellzyklus regulieren. Arretierte Zellen setzten nach erfolgter DNA-Reparatur den
Zellzyklusverlauf fort, wohingegen Zellen mit irreparablen DNA-Lasionen einen

permanenten Zellzyklusarrest oder Apoptose erfahren [13].
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DNA-Reparaturgene

&

Checkpoints
G1: Ruhephase

S: DNA-Synthesephase
G2: Kurze Phase vor Mitosis
M: Mitosis

Abbildung 1.: Zellzykluscheckpoints, G1 zu S-Phase (G1/S Checkpoint), DNA-Replikation (Intra-S
Checkpoint) oder G2 zu Mitose (G2/M Checkpoint), zur DNA-Reparatur im Zellzyklus.

Die Histonvariante H2AX, ein Mitglied der H2A-Proteinfamilie, ist ein Teil des
Nukleosomkomplexes und wichtig fir die Erhaltung der genomischen Stabilitat der
Zelle. Bei Vorliegen von DNA-Doppelstrangbriichen in der Zelle erfolgte eine
unmittelbare Phosphorylierung an Serin 139 des Histons H2AX durch Kinasen. Das
phosphorylierte Protein, y-H2AX, stellt den ersten Schritt der Rekrutierung und
Lokalisierung  weiterer =~ DNA-Reparaturproteine dar und kann  mittels
Immunfluoreszenztechnik als diskrete nukledre Foci an den Stellen der DNA-

Doppelstrangbriche sichtbar gemacht werden [14].

Die verschiedenen DNA-Reparaturmechanismen, wie z.B. Basenexzisionsreparatur
(BER), DNA-Mismatch-Reparatur (MMR), Nukleotidexzisionsreparatur (NER),
homologe (HR) und nicht-homologe (NHEJ) Rekombinationsreparatur sind zur
Aufrechterhaltung der Genomintegritat essentiell und in komplizierten Netzwerken
miteinander verflochten. Eine fehlerhafte DNA-Reparatur fihrt zu DNA-Schaden und
nachfolgend entweder zum Zelltod oder zu Mutationen und dadurch mdglicherweise
zur Krebsentstehung. Derzeit sind etwa 150 menschliche Gene mit gesicherter DNA-
Reparaturfunktion bekannt. Mehrere hundert weitere Gene fiur Zellproliferation,
Zellzykluskontrolle und Apoptose sind indirekt mit DNA-Reparaturvorgéngen
assoziiert [15].

Bei der Basenexzisionsreparatur (BER) wird eine einzelne Base, die durch
Alkylierung, Oxidation, Hydrolyse oder Desaminierung geschadigt wurde, entfernt
und ersetzt. Die DNA-Mismatch-Reparatur (MMR) korrigiert Fehler der DNA-

Replikation und Rekombination, die in der Hauptsache zu A-G- und T-C-
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Nukleotidfehlpaarungen fuhren. Bei der Nukleotidexzisionsreparatur (NER) werden
sperrige, Helix-deformierende Lasionen der DNA wie z. B. durch UV-Licht
entstandene Pyrimidindimere repariert. Die homologe Rekombination (HR) und die
nicht-homologe Rekombinationsreparatur (NHEJ) werden verwendet, um DNA-
Doppelstrangbriche im  Genom zu reparieren. Deshalb sind diese
Reparaturmechanismen essentiell zur Erhaltung der genomischen Integritat. Die HR—
Reparatur behebt Schaden Uber den Prozess der homologen Rekombination unter
Verwendung homologer DNA-Sequenzen als Template. Bei Saugern kommt die
nicht-homologe Rekombinationsreparatur (NHEJ) haufiger zum Einsatz. Hierbei
werden die DNA-Enden ohne die Verwendung von Sequenzhomologien religiert, was

allerdings eine hohere Fehleranfalligkeit zur Folge hat [16].

Eine irreparable DNA-Schadigung kann zum Tod der Zelle fuhren. Der haufigste
Mechanismus des Zelltods ist die Apoptose. Die Apoptose, ein programmierter
Zelltod, ist ein aktiver und kontrollierter Prozess, der ohne Auslésung einer
Immunreaktion und ohne Schadigung des Nachbargewebes ablauft. Bei der
Apoptose schrumpft die Zelle, da sie durch Caspasen, Enzyme mit proteolytischer
Aktivitat, fragmentiert wird und in apoptotische Korperchen verpackt wird. Die DNA
wird dabei durch Endonukleasen zerkleinert; Makrophagen vernichten die Zellreste.
Eine andere Form des Zelltods ist die Nekrose, die mit Entzindungsprozessen
assoziiert ist und zur Krebsentstehung fihren kann. Die Nekrose stellt das Ende
einer bioenergetischen Katastrophe aufgrund einer ATP-Unterversorgung in der Zelle
dar. Dabei schwillt die Zelle durch Vakuolisierung des Zytoplasmas an, wodurch die
Plasmamembran zerstort wird. Als Folge kommt es zu Entzindungen, da
Zytoplasma, Zellorganellen und proinflammatorische Molekiile in den extrazellularen

Raum freigesetzt werden [17].

1.4. Karzinogenese

Die Karzinogenese beschreibt die Tumorentwicklung ausgehend von einer
gesunden, funktionalen Korperzelle in eine maligne Tumorzelle. DNA-Schadigung
und dadurch bedingte Mutationen sind Grundvoraussetzung fur die Karzinogenese.
Tumoren entstehen durch einen komplexen mehrstufigen Prozess und sind meistens

klonal, d. h. gehen aus einer Zelle hervor. Es wird angenommen, dass die Zelle in
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einem beliebigen Entwicklungsstadium eine Mutation erfahrt und dann durch einen
erhdohten Wachstumsreiz zur Proliferation angeregt wird. Hierbei kommt es durch die
Akkumulation weiterer Mutationen schliel3lich zur malignen Transformation zur
unsterblichen Krebszelle (Bsp. in Abbildung 2: mehrere Mutationen bei der
Entstehung des Colon-Karzinoms). Krebszellen zeigen ein unkontrolliertes,
ungeordnetes, undifferenziertes Zellwachstum, haben eine hohe Mutationsrate und
sind aneuploid. Sie kbénnen durch weitere Veranderungen zusatzliche, die Krankheit
erschwerende Fahigkeiten erlangen wie z. B. unter Hypoxie zu Uberleben, eine

eigene Blutversorgung (Angiogenese) aufzubauen oder zu metastasieren [18].

Erste Mutation Jweites Mutationen in anderan Genen Metastasen /7 ¥
im APC-Gen Ereignis 531 Ras MCC DCC
(LOA) f r ¥ ¥ «
P /
]
* _Invasion durch die B Y e
—» @ — _:'Basalmembran .
Bie \.*
Zellen der Carci \
Darmschleimhaut Adenom, Polypenbildung arcanom

Abbildung 2.: Mehrere Mutationen bei der Entstehung des Colon-Karzinoms (aus Passarge, E.:
Taschenatlas der Genetik (ISBN 3-13-759502-9) ©2004 Georg Thieme Verlag, Stuttgart)

1.5. Krebsgene

Genetische Faktoren, wie z. B. Mutationen in Genen, tragen zur Krebsentstehung bei
und stellen eine Tumorpradisposition dar. Die Identifizierung konstitutionell mutierter
Krebspradispositionsgene liefert biologisch wichtige, auch fiur die Klinik relevante
Einblicke in die Krebsgenetik. Eine Krebspradisposition beruht zumeist auf
Veranderungen in drei Gruppen von Genen, Onkogenen, Tumorsuppressorgenen
und Stabilitatsgenen. Mutationen solcher Krebsgene kdnnen in der Keimbahn
vorkommen und zu einer erblichen Krebspradisposition fihren. Sporadische Tumore
konnen durch Mutationen in somatischen Zellen entstehen [19].

Onkogene sind auf solche Weise mutiert, dass sie im Vergleich zum Wildtyp-Gen
konstitutiv oder unter bestimmten Bedingungen aktiviert vorliegen. Diese Aktivierung
kann durch chromosomale Translokationen, Genamplifikationen oder intragenische
Mutationen, die das Genprodukt regulieren, hervorgerufen werden. Eine Mutation in
einem Onkogen ist vergleichbar mit einem standig durchgedrtickten Gaspedal eines
Autos. Bei einem Onkogen reicht zur Initiierung der Karzinogenese schon die

Veréanderung eines Allels aus [20].
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Mutationen in Tumorsuppressorgenen fiihren dagegen zu einer Reduzierung der
Aktivitat des Genprodukts gegenuber dem Wildtyp-Gen. Solche Inaktivierungen
konnen durch Missense-Mutationen in fur die Aktivitat relevanten Bereichen, Protein
verkirzende Mutationen, Deletionen, Insertionen oder epigenetisches Stilllegung
verursacht werden. Eine Mutation in einem Tumorsuppressorgen ist vergleichbar mit
einer nicht funktionierenden Bremse eines Autos; das Auto wird nicht anhalten, auch
wenn der Fahrer versucht zu bremsen. Bei Tumorsupressorgenen bedarf es zur
Initierung der malignen Entartung der Zelle zumeist den Funktionsverlust beider
Allele (two-hit Hypothese) [21].

Eine weitere Gruppe der Krebsgene sind die so genannten Stabilitatsgene. Dazu
gehoren vor allem die DNA-Reparaturgene, die eine wichtige Rolle in der Reparatur
spontan entstandener oder induzierter DNA-Schéden spielen. Weitere
Stabilitatsgene kontrollieren Prozesse wie z. B. die chromosomale Segregation. Eine
wichtige Rolle spielt hierbei unter anderem das Gen BRCAL, das mutiert mit Brust-
und Eierstockkrebs assoziiert ist. Bei Leukamien liegen haufig chromosomale
Translokationen vor, aber es wurden auch Mutationen in den Stabilitatsgenen ATM
und BLM gefunden. Stabilitatsgene sind sehr wichtig, da sie genetische
Veranderungen auf einem Minimum halten. Eine Inaktivierung dieser Gene fuhrt zu
einer erhéhten Mutationsrate in anderen Genen und fordert so die Tumorgenese.
Stabilitatsgene stellen mutiert oder in der Expression verandert einen
Krebspradispositionsfaktor dar [10,19]. Neben genetischen sind aber auch

epigenetische Veréanderungen bei der Krebsentstehung relevant.

1.6. Krebs und Epigenetik

Epigenetische Modifikationen, wie z. B. die Methylierung der DNA und
Histonmodifikationen, sind wichtige molekulare Mechanismen zur Regulation der
Genexpression ohne eine direkte Veranderung der DNA-Sequenz selbst. Die DNA-
Methylierung ist essentiell fir die Entwicklung bei Saugern, entscheidend fur die
genomische Préagung und spielt eine Rolle bei der Erhaltung der genomischen
Stabilitat und der Dosiskompensation. Aberrante DNA-Methylierung wurden bei
verschiedenen Krankheiten festgestellt. Bei der Entstehung und dem Wachstum von
Krebs sind solche epigenetischen Veranderungen neben den genetischen

Aberrationen (Mutationen) von besonderer Bedeutung. Aberrante Veranderungen in
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Histonmodifikationen und der DNA-Methylierung wie 2z. B. genomweite
Hypomethylierung und genspezifische Hypermethylierung sind bei Krebs
charakteristisch. Insbesondere wird eine Hypermethylierung von
Tumorsuppressorgenen wahrend der Tumorgenese beobachtet, die in der
Promotorregion mit der Abschaltung des Gens assoziiert ist [22]. Der Nachweis
tumorspezifischer  DNA-Methylierungsmuster  koénnte eine  frihe, prazise
Krebsdiagnose erlauben und von therapeutischem Nutzen sein. Im Unterschied zu
Veranderungen auf DNA-Ebene sind epigenetische Modifikationen potenziell
reversibel, somit besteht die Moglichkeit, Wirkstoffe, die an Enzymen angreifen,
welche an der epigenetischen Regulation der Genexpression beteiligt sind, als

effektive Instrumente zur Therapie und Pravention von Krebs einzusetzen [23].

1.7. Krebstherapie

So \vielfaltig wie das Erscheinungsbild und die Biologie der verschiedenen
Krebserkrankungen so unterschiedlich sind auch die Therapiemdglichkeiten. Welche
Behandlungsstrategie die wirkungsvollste ist, hangt von der jeweiligen Krebsart ab.
Es gibt neuere Therapieansatze wie z. B. die Immuntherapie, die Hormontherapie,
Hemmung der Angiogenese und die Gentherapie. Die drei Kklassischen
Behandlungsmethoden in der Onkologie sind aber immer noch die chirurgische
Entfernung des Tumors, die Radiotherapie und die Chemotherapie. Bei der
Radiotherapie wird lokal ionisierende Strahlung auf den Tumor angewendet, was zu
Doppelstrangbriichen der DNA und zur Apoptose der Tumorzellen fihren soll. Es
werden vorwiegend y-Strahlung, Rontgenstrahlung und Elektronen verwendet. In der
medizinischen Strahlentherapie wird die Strahlung meist mit Hilfe eines linearen
Teilchenbeschleunigers erzeugt [24]. Bei der systemisch wirksamen Chemotherapie
werden dem Krebspatienten Zytostatika, natirliche oder synthetische Substanzen,
die das Zellwachstum beziehungsweise die Zellteilung hemmen, verabreicht.
Zytostatika haben grob eingeteilt vier verschiedene Wirkungsmechanismen: DNA-
Schadigung, Eingriff in die DNA-Synthese, Schadigung der Mitosespindel und
endokrinaktive Substanzen. Da diese Substanzen die Zelle in unterschiedlichen
Phasen des Zellzyklus beeinflussen, werden fir eine optimale Wirkung héaufig
mehrere Medikamente kombiniert angewandt [25].

Der Behandlung von Tumoren durch Chemotherapie und Bestrahlung liegen die
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gleichen Wirkmechanismen wie bei der Tumorinitiation zu Grunde, jedoch wirken sie
dabei vor allem auf proliferierende Zellen und fihren so vorwiegend zum Absterben
der Tumorzellen. Es ist nachgewiesen, dass Bestrahlung und DNA-schadigende
Agenzien, wie sie in der Chemotherapie zum Einsatz kommen, an Tiermodellen und
beim Menschen auch Leukamien und andere Krebsarten bedingen kdnnen [26,27].
Einerseits lassen sich also Tumorzellen damit zerstoren, andererseits fihren diese
Therapien zu starken zytotoxischen Nebenwirkungen und einer erh6hten
Mutationsrate in gesunden Korperzellen, was langfristig zur Bildung eines
Sekundartumors fihren kann. Nachweislich stellt die Behandlung einer
Ersttumorerkrankung mit Radio- oder Chemotherapie einen Risikofaktor fur eine
Zweittumorentwicklung dar [28]. Problematisch ist zudem die Resistenzentwicklung
der Tumorzellen, falls Tumorzellen bei einer Therapie nicht effizient abgetétet
werden. Tumorzellen kénnen Resistenzen z. B. durch die erhbhte Expression des
MDR1-Gens (multidrug resistance gene) entwickeln, was zu einer verstarkten
Ausschleusung der Chemotherapeutika aus der Zelle fuhrt. Als weiteren
Resistenzmechanismus kdnnen Tumorzellen die Fahigkeit erlangen, die Apoptose zu
umgehen, was eine verminderte Wirkung der eingesetzten DNA-schadigenden
Substanzen bedingen kann. Eine Resistenzentwicklung gegeniber den
verabreichten Chemotherapeutika, aber auch die Bildung von Metastasen oder das
Auftreten von Rezidiven kann eine weitere Behandlung erschweren [25].

Auch wenn in den Industrienationen erfreulicherweise in den letzten 40 Jahren die
Uberlebensrate bei Krebs im Kindes- und Jugendalter durch Verbesserungen der
Therapiemoglichkeiten von 20% auf 70-80% gesteigert werden konnte, ist Krebs
immer noch die haufigste tddliche Erkrankung und die zweith&ufigste Todesursache
bei Kindern nach dem ersten Lebensjahr [2]. Die klassischen Therapiemethoden wie
Bestrahlung oder Chemotherapie wurden zwar verbessert, sind aber dennoch
gefahrlich, da sie unspezifisch zytotoxisch wirken. Die hiermit immer assoziierte mehr
oder weniger starke Schadigung von gesunden Zellen fihrt zu vielen
Nebenwirkungen, welche die Lebensqualitdt der Patienten stark beeintrachtigen und
auBerdem krebsinduzierend sein kénnen, insbesondere wenn eine genetische
Krebspradisposition vorliegt. Vor allem der Einsatz von Zytostatika in der
Krebstherapie stellt eine Gratwanderung zwischen erwinschten und unerwiinschten
Wirkungen dar. Krebspatienten zeigen héaufig pathophysiologische und

arzneimittelinduzierte Veranderungen, die sich auf die Pharmakokinetik und damit
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auch auf die Pharmakodynamik von Zytostatika auswirken kdnnen. Fur den Erfolg
und die Vertraglichkeit einer Chemotherapie ist daher eine Dosisindividualisierung,
d.h. die maldgeschneiderte Dosierung der Zytostatika fur einen individuellen
Patienten von Bedeutung [29].

1.8. Zielsetzung der Arbeit

Da bei Krebserkrankungen im frihen Lebensalter exogene Einflisse vermutlich
einen geringeren Stellenwert als im Erwachsenenalter einnehmen, kdnnen
genetische und auch epigenetische Pradispositionen eine wichtige Rolle bei der
Krebsentstehung spielen. Insbesondere bei Patienten mit einem Zweittumor, der kein
Rezidiv der ersten Krebserkrankung darstellt, ist die Atiologie meist unbekannt. Es
besteht eine erhohte Wahrscheinlichkeit, eine genetische oder auch epigenetische
Ursache fur die wiederkehrende Tumorentwicklung festzustellen.

Zur Krebsbehandlung werden vor allem Radio- und/oder Chemotherapie
angewendet, die als unerwlinschte Nebenwirkung die DNA-Schadigung gesunder
Korperzellen mit sich bringen. DNA-Reparaturmechanismen sind hierbei von
entscheidender Bedeutung, da sie essentiell far die Aufrechterhaltung der
genomischen Integritat sind und Defekte in diesen Systemen zur malignen Entartung
der Zelle fuhren konnen. Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Arbeitshypothese
untersucht werden, dass genetische und/oder auch epigenetische Modifikationen
gerade in den fir Zellzykluskontrolle und DNA-Reparatur verantwortlichen
Stoffwechselwegen eine kritische Rolle bei der Zweittumorentstehung spielen. Dazu
sollten 20 Kinderkrebspatienten, die einen unabhangigen Zweittumor entwickelten
(2N), mit 20 gematchten Patienten ohne Zweittumor (1N) verglichen werden. Dabei
war das Ziel, somatische genetische oder epigenetische Veranderungen zu
detektieren, die zur wiederholten Erkrankung beitragen. Als somatische Zellen
standen primare Hautfibroblasten der Patienten zur Verfigung. Es war geplant, den
konstitutiven Status der Zellen als auch den Status der Zellen nach DNA-Schéadigung
(z. B. durch ionisierende Strahlung) zu untersuchen. Im Fokus standen dabei vor
allem die unterschiedlichen DNA-Reparaturwege. Als erster Schritt war vorgesehen,
mit Hilfe eines spezialisierten cDNA-Reparatur-Microarraychips die mRNA-
Expression von DNA-Reparaturgenen und DNA-reparaturassoziierten Genen in den

unbehandelten Fibroblasten der Probanden zu analysieren. Ausgewahlte, in den
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Probandengruppen unterschiedlich exprimierte Gene sollten anschlieRend mittels
guantitativer RTg-PCR validiert und deren mRNA-Expression auch nach DNA-
Schadigung bestimmt werden. Die Expression der Gene, die auffallige Unterschiede
zwischen den Probandengruppen zeigen, sollte im Weiteren auf Proteinebene
verifiziert werden. Zur Ermittlung epigenetischer Modifikationen sollte durch Bisulfit-
Pyrosequenzierung die  DNA-Promotormethylierung  einiger  ausgewabhlter,
maoglicherweise krebsrelevanter Gene bestimmt werden. AufRerdem war geplant
mittels SNP-Microarrays genomweit nach Kopienzahlvariationen von DNA-
Reparatur- und Krebs-assoziierten Genen zu suchen. Dabei detektierte relevante
Deletionen/Duplikationen  sollten  anschlieBend  mittels  Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) und/oder quantitativer PCR Uberprift werden. Zudem sollte
zusatzlich noch die Reparaturkinetik/-kapazitat nach Induktion von DNA-Schéaden mit
Hilfe eines anti-yH2AX-Immunfluoreszenz-Assays in den priméaren Fibroblasten der
Patienten analysiert werden.

In dem Probandenkollektiv befand sich ein Zweittumorproband, der einen gesunden
monozygoten Zwilling als zusatzliche Kontrollprobe mit in die Studie einbrachte. Der
Vergleich monozygoter Zwillinge hat einen besonderen Stellenwert, da es aufgrund
der nahezu hundertprozentigen genetischen Identitat leichter ist, tatsachlich
krebsrelevante Unterschiede zu detektieren. Fir dieses Zwillingspaar sollten

separate Analysen durchgefihrt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Verwendete Gerite

e Chemilumineszenzdetektor: Intelligent Dark Box LAS 3000 (Fuijifilm)
e Hpybridisierstation: Lucidea Slide Pro Hybridizer (Amersham Biosciences)
e Fluoreszenzdetektor: Array Scanner 428™ (Affymetrix)
e Sequenzierer: CEQ™ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter)
e PCR-Gerat: Mastercycler gradient (Eppendorf)
e (PCR-Gerat: 7500 Fast Real-Time PCR system (Applied Biosystems)
¢ Photometer: Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Peqglab)
BioPhotometer (Eppendorf)
e Sterilbank: HeraSafe HS12 (Baker Heraeus)
e Zellkulturinkubator: CO, Brutschrank Serie CB (Binder)
o Mikroskope:
o0 Axiovert 25 Mikroskop (Zeiss)
0 Axio Imager Mikroskop (Zeiss) mit Metafer4 Software (Metasystems)
e Bestrahlungsgerate:
o '¥’Cs-Strahlenquelle: GammaCell 2000 (Molsgaard Medical Denmark)
o UV-C Strahlenquelle: Bio-Link BLX-254 (Vilber Lourmat)

2.1.2. Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Falls nicht anders angegeben, stammten die sonstigen verwendeten Chemikalien
von den Firmen Roth, Sigma, Fluka, Merck, Hedinger, Braun, Riedel-de Haén,
Invitrogen und Qiagen. Puffer wie PBS, TAE oder SSC siehe Sambrook et al.
(Molecular Cloning). Verwendete Antikorper, Primer, spezielle Losungen etc. sind bei

der jeweiligen Methode aufgefuhrt.
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2.1.3. Patienten und Probenmaterial

Mit Hilfe des Deutschen Kinderkrebsregisters wurden 40 inzwischen volljahrige
Patienten rekrutiert, die ein- bzw. zweimalig an Krebs im Kindes- oder jungen
Erwachsenenalter erkrankten. 20 der Personen (2N) haben eine Krebserkrankung
Uberlebt und spater einen Zweittumor entwickelt, bei denen es sich nicht um ein
Rezidiv gehandelt hat. Die anderen 20 Personen (1N) sind ausgewahlte
Kontrollpatienten, die nur einmalig an Krebs erkrankten; aber Ubereinstimmend mit
den Zweittumorprobanden (2N) war die Art des Ersttumors (ICCC-Klassifikation), das
Geschlecht und das Alter bei der Erstdiagnose (+/- 1Jahr). Eine Ubersicht der
Patienten ist in Tabelle 1 dargestellt. Die Arzte des Instituts flir Humangenetik
(Universitatsmedizin Mainz) haben die Probanden genetisch beraten und
Hautbiopsien durchgefihrt. Mit Hilfe dieser Hautproben wurden primare
Fibroblastenzellkulturen der Probanden etabliert.

Weitere Informationen zur Patientenrekrutierung sind in Victor et al. 2011 (under
revision) zu entnehmen. Die Studie wurde durch ein Votum der Ethikkommission der
Landesarztekammer Rheinland-Pfalz legitimiert (Nr. 837.440.03(4102)). Da kein
gematchtes Patientenkollektiv ohne Krebserkrankung zur Verfligung stand, wurden
25 Fibroblastenzellkulturen aus anonymen Hautproben von kosmetischen

chirurgischen Eingriffen verwendet.

2.1.3.1. 2N Patient mit gesundem monozygoten Zwilling

Es war moglich, fr einen 2N Probanden (KKR A24) einen gesunden monozygoten
Zwilling (KKR D24) als zusatzliche Kontrollprobe mit in die Studie einzubringen. Der
2N Zwilling KKR A24 erkrankte im Alter von funf Jahren an akuter lymphatischer
Leukéamie (ALL), wurde erfolgreich mit Chemotherapie behandelt, erlitt aber zwei
Jahre spater einen Ruckfall und erhielt daraufhin eine Knochenmarkstransplantation.
Im Alter von 25 Jahren erkrankte der 2N Zwiling KKR A24 an einem
Schilddrisenkarzinom, woraufhin die Schilddriise des Patienten entfernt wurde. Sein
monozygoter Zwilling (KKR D24) erkrankte nach unserem heutigen Wissensstand

bisher nicht an Krebs.
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Tabelle 1: Patientencharakteristik

Personen, die an Krebs im Kindesalter erkrankten und einen Zweittumor hatten (2N).
Zusatzlich die dazu passenden Falle (matched pairs) ohne Zweittumorerkrankung (1N) in
Deutschland. Das Geschlecht und die Diagnose sind in absoluten Zahlen dargestellt. Fir
Alter und Geburtsjahr ist der Mittelwert und die Verteilung angegeben.

N
Mannlich
Weiblich

Alter bei Ersttumordiagnose

Geburtsjahr

Jahr der Ersttumordiagnose

Alter bei Diagnose des Zweittumors

Jahr der Zweittumordiagnose
Ersttumor

Lymphoide oder myeloische
Leukdmie

Hodgkin- oder Burkitt-Lymphom
sonstige solide Tumoren
Zweittumor

Systemische Tumoren
Schilddrisenkarzinom

sonstige solide Tumoren

Zweittumor-

gruppe (2N)

20

11

9

6 (6.75)
0-14
1969-1984
1980-1997

16 (16.65)
9-30
1986-2003

11

Eintumorgruppe

(1N)

20

11

9

6 (6.85)
0-14
1965-1985
1980-1998

11

Unterschied der

matched pairs

1 -+1

7-+3
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellkultur der Fibroblasten
2.2.1.1. Kultivierung der Fibroblasten

Aus den Hautbiopsien wurden primare individuelle Fibroblastenzelllinien etabliert, die
in flussigem Stickstoff kryokonserviert wurden. Wachstum und Vermehrung der
Fibroblasten erfolgte bei 37 °C und 5% CO. liegend in Zellkulturflaschen. Die Zellen
wurden mit adaptiertem Dulbecco’s modified eagle medium (aDMEM) kultiviert. Das
Kulturmedium der Zellen wurde alle 2-3 Tage ausgetauscht.
adaptiertes DMEM: 500 ml DMEM ,Low Glucose® (PAA)

+ 60 ml FKS Fetales Kalberserum (10%)

+ 5 ml L-Glutamin 200 mM (Gibco)

+ 5 ml Penicillin/Streptomycin (Gibco)

+ 0,5 ml Gentamicin (Gibco)
2.2.1.2. Auftauen der Fibroblasten

Das Auftauen und die Verwendung der Zellkulturen erfolgten nach abgeschlossener
Sammlung aller Proben. Die Zellkulturexperimente wurden alle im gleichen
Kultivierungsstadium durchgeflnhrt.

Die kryokonservierten Zellen wurden aus dem flussigen Stickstoff entnommen und
bei 37°C aufgetaut. Die Zellsuspension wurde in ein Falcontube (15 ml) mit 8 ml
aDMEM uUberfihrt und 5 min mit 1000 rpm bei Raumtemperatur (RT) abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde in 3,5 ml frischem aDMEM

resuspendiert und in einer Zellkulturflasche (25 cm?) ausgesét.
2.2.1.3. Subkultivierung/Passagieren

Die Subkultivierung der konfluenten Zellen erfolgte nach folgendem Verfahren: Das
Kulturmedium wurde abgesaugt, die Zellen mit Dulbecco’s phosphate buffered saline
(DPBS) (Gibco) kurz gespult und mit Trypsin-Ethylendiamintetraessigsaure (Trypsin-
EDTA) 0,05% (Gibco) versetzt. Nach einer Inkubation von ca. 5 min bei 37 °C und
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5% CO; |6sten sich die Zellen vom Boden ab. Dieser Vorgang wurde mikroskopisch
kontrolliert. Die so entstandene Zellsuspension wurde dann mit einer
entsprechenden Menge frischem aDMEM versetzt, gut gemischt und je nach
erforderlicher Dichte in neue weitere Kulturgefalle verteilt. Fir den
Immunfluoreszenznachweis wurden die Zellen auf sterilen, vorbehandelten
Deckglaschen (20x20 mm) ausgesat. Die Deckglaschen wurden zur Vorbereitung fur
mindestens 10 min in Diethylether eingetaucht, anschliellend in 100%-igem und
70%-igem Ethanol und H,O bidest. gewaschen, dann fur mindestens 20 min in 1 M
HCI inkubiert und schlief3lich bis zum Gebrauch in 70%-igen Ethanol gegeben. Die
so vorbereiteten Deckglaschen wurden dann in Zellkulturschalen (& 60 mm)

ausgelegt und nach Abdampfen des Ethanols mit Zellsuspension tberschichtet.
2.2.1.4. Kryokonservierung

Bei Subkultivierungen wurde stets ein Teil der Zellen wieder in flissigem Stickstoff
eingefroren. Hierzu wurde das Medium vollstandig aus der bewachsenen
Zellkulturflasche (25 cm?) entfernt. Die Zellen wurden mit 4 ml DPBS (Gibco) gespiilt
und mit 1 ml Trypsin-EDTA 0,05% (Gibco) versetzt. Nach einer Inkubation von ca. 5
min bei 37 °C / 5% CO; l6sten sich die Zellen vom Boden ab. Die Zellsuspension
wurde in 4 ml aDMEM aufgenommen und in einem Falcontube (15 ml) 5 min mit
1000 rpm bei RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet
wurde in 1 ml Recovery cell culture freezing medium (Gibco) resuspendiert und in ein
Kryordhrchen geflllt. Die Kryokonservierung fand in einem Behalter mit Isopropanol
fur 1-2 Tage bei -80 °C statt. Dann wurden die Kryorohrchen wieder in flissigen
Stickstoff uberfuhrt.

2.2.1.5. Zellzahlbestimmung

Die Zellzahlbestimmung wurde mit Trypanblau und der Neubauer—Zahlkammer
(Hamocytometer) durchgefihrt. Der Raum zwischen der plangeschliffenen
Glaskammer und dem Deckglas hat ein genau definiertes Volumen, Uber das sich

die Zellzahl pro ml bestimmen lasst:

Zellzahl/ml = Mittelwert der Zellen aus 4 GroRquadraten *10* * V

V = Verdunnungsfaktor, z. Bsp. bei 1:2istV =2
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Zur Zellzahlbestimmung wurde durch Trypsinbeigabe eine Zellsuspension der
Fibroblasten hergestellt. Die Zellsuspension wurde dann mit Trypanblauldsung
(0,4% in PBS) verdunnt, in die Zahlkammer gegeben und sofort unter dem Mikroskop
ausgezahlt. Die Inkubation der Zellen in der Trypanblauverdinnung sollte nicht
langer als 5 min dauern, da Trypanblau zytotoxisch wirkt. Die Verdinnung in der
Trypanblauldosung erlaubt die Unterscheidung zwischen lebenden (Trypanblau
negativ = klare Zellen) und toten Zellen (Trypanblau positiv = blaue Zellen).

2.2.1.6. Behandlungsexperimente

Die Behandlung der Zellen durch Bestrahlung oder Chemotherapeutika wurde bei
subkonfluenter Zelldichte durchgefuhrt. 24 h zuvor wurde das Kulturmedium
ausgetauscht. Fur die anschlieRende Probennahme in Form von Zellpellets erfolgte
die Behandlung der Zellen in den Zellkulturflaschen. Fur den
Immunfluoreszenznachweis wurden je 200.000 Zellen in Zellkulturschalen (& 60
mm) mit zwei vorbereiteten Deckglaschen (20 x 20 mm) ausgesat (siehe 2.2.1.3.)
und fur 24 h bei 37 °C / 5% CO; inkubiert. Die Zellen wurden nach der Behandlung
bis zur Probennahme oder den Immunfluoreszenznachweis bei 37 °C / 5% CO;

weiter inkubiert. Die Probennahmen erfolgten 0-24 h nach den Behandlungen.
2.2.1.6.1. Behandlung mit radioaktiver y-Strahlung (**’Cs-Quelle)

Die Behandlung mit radioaktiver y-Strahlung (**'Cs-Quelle) wurde mit Kulturmedium
auf den Zellen durchgefuhrt. Es kamen bei den Vorversuchen Strahlendosen von 1-6
Gy zum Einsatz. In der Hauptversuchsreihne wurde eine Bestrahlung von 1 Gy
angewendet. Die meisten Probanden dieser Studie wurden in ihrer Krebstherapie
einer solchen Strahlungsart und einer ahnlichen Dosis pro Tag (1-2 Gray)

ausgesetzt.
2.2.1.6.2. Behandlung mit UV-C-Strahlung
Fir die Behandlung mit UV-C-Strahlung (254 nm) wurde das Kulturmedium von den

Zellen entfernt und anschlieRend wieder zurlcktransferiert. Die Strahlendosis betrug

20 J/m? Diese Behandlung wurde nicht fiir die Untersuchung aller
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Probandenzelllinien verwendet, sondern nur in exemplarischen Versuchen mit den
Zelllinien des monozygoten Zwillingspaares ausgewertet, da der Mensch UV-

Strahlung in dieser Dosis auf der Erde eigentlich nicht ausgesetzt ist.

2.2.1.6.3. Behandlung mit Daunorubicin

Eine Behandlung mit Daunorubicin wurde durchgefuhrt, da Daunorubicin ein
Chemotherapeutikum ist, welches einige der Probanden im Zuge ihrer Krebstherapie
verabreicht bekamen. Verwendet wurde eine nicht letale Konzentration von 3 pM im
Kulturmedium mit einer Inkubationszeit von 2 h. Danach wurde das Medium mit
Daunorubicin entfernt und durch frisches Kulturmedium ersetzt. Die Behandlung
wurde nicht fur die Untersuchung aller Probandenzelllinien verwendet, sondern nur in
exemplarischen Versuchen mit den Zelllinien des monozygoten Zwillingspaares
ausgewertet. Die Wechselwirkungen von Daunorubicin in Zellen zeigten sich in den

Vorversuchen als sehr komplex und schwierig zu beurteilen.

2.2.1.7. Herstellung von Zellpellets

FUr die Gewinnung von Zellpellets wurde das Kulturmedium der behandelten und
unbehandelten Zellkulturflaschen abgesaugt, die Zellen mit DPBS (Gibco) kurz
gespult und mit Trypsin-EDTA 0,05% (Gibco) versetzt. Nach einer Inkubation von ca.
5 min bei 37 °C / 5% CO, Iésten sich die Zellen vom Boden ab und wurden in
Kulturmedium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde danach in Falcontubes
Uberfiihrt und fir 5 min mit 1000 rpm bei RT abzentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen. Das Zellpellet wurde in DPBS (Gibco) gewaschen und flr 5 min mit 1000
rom bei RT zentrifugiert. FUr das zweite Waschen wurde das Pellet in neuem DPBS
(Gibco) resuspendiert, die Suspension in drei Eppendorfgefalle (2 ml) tberfuhrt und
fur weitere 5 min mit 2000 rpm bei RT zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden
verworfen. Bis zur weiteren Verarbeitung (DNA, RNA oder Protein-Praparaten)

wurden die Zellpellets bei —80 °C gelagert.
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2.2.2. Immunfluoreszenznachweis von DSB mit yH2AX-Antikorpern

Far den Immunfluoreszenznachweis von DSB (DNA-Doppelstrangbrichen) mit anti-
yH2AX-Antikérpern wurden Fibroblasten auf Deckglaschen in Zellkulturschalen
(siehe 2.21.3.)  kultiviert. Das Medium wurde entfernt und die
behandelten/unbehandelten Zellen wurden durch Zugabe von 3 ml 2% Formaldehyd
in PBS, pH 7.4 flr 15 min bei RT fixiert. Dann wurden die Zellen 3 x 10 min mit 4 ml
PBS, pH 7.4 bei RT gewaschen (auf Schuttler) und mindestens fur 20 min in
eiskaltem (-20 °C) Methanol inkubiert. AnschlieRend wurden die Deckglaschen aus
dem Methanol geholt und einzeln in je 1 ml 0,3% Triton X-100, 5% BSA in PBS fur 1
h bei RT geblockt. Danach wurden je 50 ul des primaren Antikorpers (human anti-
mouse) Anti-phospho-Histone H2AX (Ser139), clone JBW301 (#05-636, Upstate
Biotechnology), verdinnt 1:1000 in PBS mit 0,3% Triton X-100, bei 4 °C uber Nacht
auf den Deckglaschen inkubiert. Alle folgenden Schritte erfolgten nun bei RT.
Danach wurden die Zellen 2 x 5 min mit 1 ml PBS, pH 7.4 unter Schitteln
gewaschen, gefolgt von einem Waschschritt fir maximal 3 min mit 1 ml 0,4 M NacCl in
PBS und einem weiteren Waschschritt von 5 min mit 1 ml PBS, pH 7.4. Nach einem
kurzen Spulen mit 0,3% Triton X-100 in PBS, pH 7.4 wurde der zweite Antikdrper
(Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-mouse IgG) Alexa Fluor 488 F(ab’), fragment
of goat anti-mouse IgG(H+L)* (#A11017, Invitrogen, Molecular Probes), verdinnt
1:500 in PBS mit 0,3% Triton X-100, fur 2 h im Dunkeln auf den Deckglaschen
inkubiert. Danach wurden die Zellen wieder 2 x 5 min mit 1 ml PBS, pH 7.4
gewaschen, gefolgt von einem Waschschritt fir maximal 3 min mit 1 ml 0,4 M NaCl in
PBS und einem weiteren Waschschritt von 5 min mit 1 ml PBS, pH 7.4. Die
Deckglaschen wurden abschlieRend mit je 15 pl 4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
(100 ng/ml, Sigma) im Mountingmedium Vectashield antifade solution (Vector Labs)
auf den Objekttrager gelegt, mit Nagellack versiegelt und bei 4 °C im Dunkeln
gelagert. Die Antikorperfluoreszenzsignale der Zellkerne wurden mit einem Axio
Imager Mikroskop (Zeiss) aufgenommen und die yH2AX-Foci mit Hilfe der Metafer4
Software (Metasystems) halbautomatisch in mindestens 200 Zellkernen pro Probe

ausgezanhlt.
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2.2.3. Genexpressionsanalyse
2.2.3.1. Totale RNA-Extraktion

Far die Extraktion der totalen RNA aus den Fibroblasten wurde die TRIzol® Methode
(Invitrogen) angewendet. Das Zellpellet wurde in einem 2 ml Eppendorfgefal® mit 1
ml TRIzol® Reagenz (Invitrogen) versetzt. Durch Pipettieren und Vortexen und 5 min
Inkubationszeit bei RT wurden die Zellen aufgeschlossen. Nach Zugabe von 200 ul
Chloroform und kraftigem Schutteln erhielt man ein Zweiphasengemisch, welches
man 2 min bei RT inkubierte. Zur Phasentrennung wurde 15 min mit 12000 g bei 4°C
zentrifugiert. Da sich die RNA in der oberen wassrigen Phase anreichert, wurde
diese Phase (ca. 500 pl) abgenommen und mit 500 pl Isopropanol gemischt. Zur
Fallung der RNA folgten eine Inkubationszeit von 10 min bei RT und eine
anschlieRende Zentrifugation mit 12000 g von 15 min bei 4°C. Der Uberstand wurde
vorsichtig dekantiert und das erhaltene RNA-Pellet wurde zweimal mit je 1 ml 70%-
igem Ethanol gewaschen und fur je weitere 5 min mit 12000 g bei 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde wieder vorsichtig dekantiert. Danach wurde das RNA-Pellet bei
RT kurz getrocknet und anschlieRend in H,O-DEPC (30-50 pl) resuspendiert. Die
RNA wurde bei —80 °C gelagert.

Die RNA-Konzentration wurde im Nanodrop 2000 Spectrophotometer Photometer
bestimmt (Azesorzso-Faktor = 40). Die Qualitdt der RNA wurde durch Auftrennung auf
einem 1%-igen Agarosegel mit EtBr in 1 x TAE-Puffer (40 mM Tris, 1 mM EDTA, 1%
Eisessig) kontrolliert. Hierzu wurde 1 yl RNA mit 2 yl H,O-DEPC und 3 pl FDE
Loading Dye (Fermentas) gemischt, 5 min bei 95 °C denaturiert, auf Eis gestellt und

auf das Gel geladen. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei U = 80 V.

4 i il
Abbildung 3: Humane totale RNA auf
1%-igem Agarosegel mit EtBr in 1x TAE-Puffer

Bei humaner totaler RNA sollte auf dem Gel (Abbildung 3) die 28S- und 18S-rRNA

als Banden bei etwa 4,5 kb bzw. 1,9 kb erscheinen. Die 28S-Bande sollte etwa
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doppelt so intensiv wie die 18S-Bande sein, andernfalls liegt ein Hinweis auf
degradierte RNA vor. Die mRNA sollte als heller Schmier zwischen 0,5 und 9 kb zu

sehen sein.

2.2.3.2. cDNA-Synthese mit Alexa Fluor®-Direktmarkierung fiur die cDNA-

Microarray-Hybridisierung

FUr die cDNA-Microarray-Hybridisierung wurden 10 pg totale RNA jedes Probanden
(1N, 2N) und 10 ug gepoolte totale RNA von Kontrollfibroblasten oder einer
Kontrollprobe mit Alexa Fluor®555- bzw. Alexa Fluor®647-aha-dUTP (Dye swap)
uber reverse Transkription differentiell fluoreszenzmarkiert. Verwendet wurde hierzu
das SuperScript™ Plus Direct cDNA Labeling System with Alexa Fluor® aha-dUTPs
(Invitrogen). Fur diese cDNA-Synthese wurden in einem 1,5 ml Eppendorfgefal® 10
Mg totale RNA und 3 yl Random Hexamere mit DEPC-H,0 auf 15 ul aufgefillt, fur 10
min bei 70 °C denaturiert und mindestens fur 1 min auf Eis abgekuhlt. Danach
wurden 6 pl 5 x Einzelstrangpuffer, 3 pl 0,1 M DTT, 3 pl 10 x Nukleotide Mix mit
Alexa Fluor®555-aha-dUTP bzw. Alexa Fluor®647-aha-dUTP, 1 yl RNase Out™ (40
U/ul) und 2 pl SuperScript™ Il RT (400 U/ul) dazugegeben, vorsichtig gemischt und
der Ansatz fir 3 h im Dunkeln bei 46 °C inkubiert. Die Ursprungs-RNA wurde durch
Zugabe von 15 pl 0,1 M NaOH und 30 min Inkubation bei 70 °C hydrolysiert. Der pH-
Wert wurde anschlieend mit 15 yl 0,1 M HCI neutralisiert. Zum Schluss wurde die
markierte cDNA Uber Filtersaulchen aufgereinigt. Dazu wurde die cDNA mit 700 pl
Bindungspuffer vermischt, auf Filtersaulen geladen und fur 1 min mit 3300 g bei RT
zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen. Die nun auf den Filtersaulen gebundene
cDNA wurde mit 600 pl Waschpuffer gewaschen und mit max. Geschwindigkeit fur
30 sec bei RT zentrifugiert. Das Eluat wurde wieder verworfen. Durch eine erneute
Zentrifugation fur 30 sec mit max. Geschwindigkeit bei RT wurde der restliche
Waschpuffer entfernt. Dann erfolgte die Elution der markierten cDNA von der
Filtersaule in dunkle Eppendorfgefalde, indem man 20 ul DEPC-H,O auf die Saulen
gab, 1 min bei RT inkubierte und fir 1 min mit max. Geschwindigkeit bei RT
zentrifugierte.  Die markierte, aufgereinigte cDNA wurde bei -20 °C bis zur

Hybridisierung gelagert.
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2.2.3.3. cDNA-Microarray-Herstellung

Der von uns generierte cDNA-Microarraychip umfasste 1344 Sequenzen, wobei jede
sechsmal auf dem Chip aufgebracht war. Er deckte insgesamt ca. 800 verschiedene
Gene ab. Davon waren etwa 200 Gene DNA-Reparaturgene, reparaturassoziierte
Gene oder Zellzyklusgene. Etwa 100 Kontrollgene und eine gro3e Anzahl an Genen,
von denen man keine Regulation erwartete, dienten zur Qualitatskontrolle und
ermoglichten die Normalisierung der Hybridisierungsdaten.

Fir die Herstellung des cDNA-Microarraychips wurden Uber das RZPD (Deutsches
Ressourcenzentrum flir Genomforschung GmbH, Homepage: http://www.rzpd.de/)
cDNA-Klone (Image Klone) der gewlnschten Gene bestellt. Die cDNA-Kloninserts
wurden mittels PCR unter Standardbedingungen amplifiziert. Menge und Grof3e der
PCR-Produkte wurden auf Agarosegelen kontrolliert und die Richtigkeit der Sequenz
wurde durch die Sequenzierung der PCR-Produkte bestatigt. Die PCR-Produkte
wurden Uber eine Ethanolfallung aufgereinigt und jeweils in 10 pl 3x SSC mit 1,5 M
Betain (Fluka) resuspendiert. Die so aufbereiteten cDNAs wurden bei Genterprise
(Mainz) durch den Spotting Roboter Omnigrid™ (GeneMachines) auf
Glasobjekttrager (GAPS Il slides, Corning) aufgebracht.

2.2.3.3.1. PCR-Amplifikation der cDNA

Mittels PCR konnte eine Amplifikation der cDNA-Kloninserts vorgenommen werden,
die fur die Sequenzierung und die Microarray-Herstellung notwendig war. Von den
bestellten cDNA-Plasmid-Klonen (RZPD) wurden 1:50 Verdinnungen hergestellt,
wovon jeweils 3 pl in die PCR-Reaktion eingesetzt wurden. Die PCR-Reaktion
erfolgte in 100 pl Volumen mit PCR-Reagenzien von QIAGEN und Standardprimern
(MWG).

Verwendete Vektoren:
e pCMV-SPORT®6, pBluescriptR, pBluescript SK, pDNR-LIB, pOTB7, Lafmid BA,
pT7T3D-Pacl, pAMP1, pAMP10




Material und Methoden

23

Fir die jeweiligen Vektoren verwendete Primer:

e pBluescriptR, pBluescript SK, Lafmid BA, pAMP1, pAMP10, pT7T3D-Pacl
RZPD M13 forward 5'— GCT ATT ACG CCA GCT GGC GAA AGG GGG ATG TG -3’
RZPD M13 reverse 5'— CCC CAG GCT TTACAC TTT ATG CTT CCG GCT CG - 3'

e pCMV-SPORT®6, pBluescriptR, pBluescript SK, pDNR-LIB, pOTB7, Lafmid

pT7T3D-Pacl, pAMP1, pAMP10
M13 uni (-21) 5' - TGT AAA ACG ACG GCC AGT - 3'
M13 rev (-29) 5'— CAG GAA ACA GCT ATG ACC - 3'
e pCMV-SPORT6, pAMP1, pAMP10, pOTB7

Sp 6 5 — CATTT AGG TGA CAC TAT AG -3’

T7 5 —-TAATAC GAC TCACTATAG GG - 3
e pBluescriptR, pBluescript SK, pT7T3D-Pacl

T3 5'— AAT TAACCC TCACTAAAG GG - 3

T7 5'—-TAATAC GAC TCACTATAG GG - 3

PCR-Ansatz (100 ul):
Zusatz /| Reagenzien (QIAGEN) Volumen [ul]] Endkonzentration

10x Puffer (+ 15mM MgCl,) 10 1x

25 mM MgCl, 3 Gesamt = 2,25 mM

10 mM dNTPs 2 0,2 mM

5x Q-Solution 20 1x

10 pM Oligo_1 25 0,25 uM

10 uM Oligo_2 25 0,25 uM

Template DNA 3

Tag-Polymerase 1,5

H»0 steril 55,5

PCR-Programm: 1.95°C 8 min DNA-Denaturierung
2.94°C 30 sec Denaturierung der dsDNA
3.45-68 °C 30 sec Primeranlagerung
4.72°C 30 sec Elongation
5. go to 2. (34x) 35 Zyklen
6.72°C 1 min 30 sec verlangerter Elongationsschritt
7.4°C o0

BA,

Zur Ergebniskontrolle der PCR wurden 5 pl des Ansatzes mit 1 yl 6x Loading Dye

(Fermentas) gemischt und auf einem 1%-igen Agarosegel mit EtBr in 1 x TAE-Puffer



Material und Methoden

24

elektrophoretisch aufgetrennt. Als Ergebnis sollte eine einzelne konzentrierte Bande

auf dem Gel zu sehen sein.
2.2.3.3.2. Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde mit dem Sequenzierer CEQ™ 8000 Genetic Analysis
System (Beckman Coulter) nach den Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

Zu sequenzierende PCR-Produkte mussten vor der Sequenzreaktion einem Clean-
up-Verdau unterzogen werden. Dazu wurden 25 ul PCR-Produkt in ein PCR-Gefaly
uberfuhrt und mit 0,225 pl Exol Enzym, 0,9 ul SAP Enzym und 4,875 pl sterilem H,O
versetzt. Der Clean-up-Verdau wurde in der PCR-Maschine durchgefuhrt und enthielt
eine 25 min Inkubation bei 37 °C, gefolgt von einer 15 min Inkubation bei 72 °C.

Fir die Sequenzierung von Plasmiden musste vor der Sequenzreaktion ein
Denaturierungsschritt von 2 min bei 96°C erfolgen. In die Sequenzreaktion wurden
0,5 pug (0,3-1 pg) Plasmid-DNA eingesetzt. Die PCR-Produkte mussten vor der
Sequenzreaktion nicht denaturiert werden. Die Sequenzreaktion wurde in 20 ul

Gesamtvolumen durchgefuhrt.

Sequenzreaktion Ansatz (20 pl):
X Ml (3 yl PCR-Produkt, mind. 0,3 ug Plasmid-DNA)
+ (15,5-x) ul H,O-steril
+ 0,5 pl Primer (10 uM)
+ 4 yl CEQ-DTCS-Quickstart-Mix (Beckman Coulter)

Sequenzreaktion Programm:
1. 96 °C 20 sec

2. 50°C 20 sec
3. 60°C 4 min
4. goto1.(34x)

5. 4°C 0

Nach der Sequenzreaktion folgte zur Aufreinigung eine Ethanolfallung in 1,5 ml
Eppendorf Tubes. Der 20 ul Sequenzreaktionsansatz wurde mit 5 yl Fallungslésung
(2 pul 3 M NaAcetat, pH 5,2 + 2 yl 100 mM EDTA, pH 8 + 1 ul Glykogen) und 60 ul
100% Ethanol (-20 °C) versetzt und durch Vortexen grindlich gemischt. Nach einer
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Zentrifugation von 15 min mit 14000 rpm bei 4 °C erhielt man ein Pellet. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde zweimal mit 100 pl kaltem 70%
Ethanol gewaschen und fur 5 min mit 14000 rpm bei 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Das Pellet wurde in der Speedvac getrocknet und
anschlieBend in 30 yl SLS-Puffer (CEQ- Kit) resuspendiert. Fir die Sequenzierung
wurden die Proben in eine 96 Well Platte (Beckman Coulter) tberfuhrt und mit einem
Tropfen Mineralol (CEQ-Kit) als Verdunstungsschutz uberschichtet. Eine zweite 96
Well Platte wurde mit CEQ Seperation Buffer gefullt. Beide Platten wurden in den
Sequenzierer gestellt. Die CEQ-Sequenzierung wurde mit der Software des CEQ™

8000 Genetic Analysis Systems nach Anleitung des Herstellers durchgefuhrt.
2.2.3.3.3. Ethanolfédllung der PCR-Produkte und Aufbereitung zum Spotten

Zur Aufreinigung der PCR-Produkte wurde eine Ethanolfallung in 96 Well Platten
durchgefuhrt. 50 pl des PCR-Ansatzes wurden 125 pl 100% Ethanol und 5 pl
NaAcetat pH 5,5 zugesetzt. Zur Fallung wurde mind. 30 min bei —80 °C inkubiert.
Nach 60 min Zentrifugation mit 3000 rpm bei 4 °C erhielt man ein DNA-Pellet. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgenommen. Das Pellet wurde mit 50 ul 70% Ethanol
unter Schatteln 15 min bei RT gewaschen. Danach wurden die Platten mit 3000 rpm
fur 30 min bei 4°C zentrifugiert und anschlieRend wurde das Ethanol in der Speedvac
eingedampft. Das getrocknete Pellet wurde in 11 ul Spotting-Puffer (3x SSC mit 1,5
M Betain) durch sorgfaltiges Mischen resuspendiert.

Zur Kontrolle wurde 1 pl auf eine 1%-igen Agarosegelplatte mit EtBr aufgetropft. Die
Probe wurde mindestens 30 min im Gel gefarbt und sollte einen deutlichen Spot
zeigen. Die so aufbereiteten cDNAs wurden bei Genterprise (Mainz) durch den
Spotting Roboter Omnigrid™ (GeneMachines) auf Glasobjekttrager (GAPS Il slides,
Corning) aufgebracht.

2.2.3.4. cDNA-Microarray-Experiment
2.2.3.4.1. Denaturierung und Aktivierung des cDNA-Microarraychips

Vor der Hybridisierung wurde eine Denaturierung und Aktivierung des cDNA-

Microarraychips durchgeflihrt. Dazu wurde der Objekttrager mit der gespotteten Seite
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(Kopfseite) 5 sec Uber heillen H,O-bidest. Wasserdampf gehalten und dann mit der
Kopfseite nach oben fir 1 min auf eine 80 °C heille Heizplatte gelegt. Der
Objekttrager mit der gespotteten, nun denaturierten DNA wurde anschliel3end einem
UV-Crosslinking unterzogen (2x 0,120 J/cm?) und fiir 15 min unter Schiitteln (100
Mot/min) in einer frisch angesetzten Succinicanhydrid/NaBorat-Loésung (1,25 g
Succinicanhydrid, 78 ml Methylpyrrolidon, 8,75 ml 0,2 M NaBorat-Lsg pH 8) inkubiert.
AbschlieRend wurde der Objekttrager 5x mit H,O-bidest. gewaschen, mit gefilterter

Druckluft getrocknet und bis zur Hybridisierung trocken gelagert.

2.2.3.4.2. cDNA-Microarray-Hybridisierung

Die Chip-Hybridisierung wurde mit Austausch der Farbstoffe als Dye swap-
Experiment durchgefihrt. Es wurden je 8 ul (4 ug RNA) markierte (Alexa Fluor®555,
Alexa Fluor®647) cDNA-Probe eines Probanden (1N, 2N) mit je 8 ul (4 ug RNA)
differentiell markierter (Alexa Fluor®647, Alexa Fluor®555) cDNA des Kontrollpools
oder einer Kontrollprobe gemischt. Um unspezifische Bindungen abzublocken,
wurden zu dem 2x 8 pl cDNA-Probengemisch, 5 pl tRNA und 5 ul Human COT-DNA
(Invitrogen) gegeben. Der Ansatz wurde anschlieRend mit 180 ul warmem
Hybridisierungspuffer UltraHyb (#AM8670, Ambion) versetzt, grundlich gemischt, fur
5 min bei 95 °C denaturiert, nochmals gut gemischt und abzentrifugiert. Die
denaturierten, aktivierten cDNA-Microarraychips wurden in die Hybridisierungs-
maschine Lucidea Slide Pro Hybridizer (Amersham Biosciences) eingelegt und mit
0,1x SSC Puffer bei 42 °C vorbehandelt. Die vorbereiteten Hybridisierungsproben
wurden dann maglichst luftblasenfrei mit einer Injektionsspritze auf die Objekttrager
im Gerat aufgebracht und fir 16 h bei 42 °C in Bewegung hybridisiert. Nach der
Hybridisierung wurden die Objekttrager im Gerat unter verschiedenen Bedingungen
gewaschen. Dazu wurde einmal mit Waschpuffer 1 (1x SSC Puffer, 0,2% SDS),
zweimal mit Waschpuffer 2 (0,1x SSC, 0,2% SDS) und einmal mit Waschpuffer 3
(0,1x SSC) gespult. Danach wurden die Objekttrager aus der Hybridisierungs-
maschine genommen, kurz in 0,1x SSC gewaschen, mit Druckluft getrocknet und bis

zum Einscannen trocken und dunkel aufbewahrt.
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2.2.3.4.3. Fluoreszenzdetektion und Auswertung der Microarray-Daten durch
das Institut fiir Medizinische Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI)

8™ die Fluoreszenz

Nach der Hybridisierung wurde im Affymetrix Array Scanner 42
von Alexa Fluor®555 (Emission bei 565 nm) und Alexa Fluor®647 (Emission bei 665
nm) auf den Objekttragern gemessen. Fur jeden Kanal wurde ein TIF-Bild
gespeichert. Mit Hilfe der Imagene® Software (Biodiscovery) wurden die zwei
zusammengehodrenden TIF-Bilder der verschiedenen Kanale Ubereinander gelegt
und die Fluoreszenz-intensitaten ausgelesen. Die weitere Prozessierung der Daten
wurde am IMBEI durchgeflhrt. Hier wurden die cDNA-Microarrays zuerst einer
Qualitatskontrolle auf Spot-, Sonden- und Objekttragerebene unterzogen. Spots,
welche die Qualitatskriterien nicht erflllen konnten, wurden aus der Analyse
ausgeschlossen. Wenn mehr als 50% der Spots eines Arrays die Qualitatskriterien
nicht erflllten, wurde der Array verworfen und die Hybridisierung musste wiederholt
werden. Nur Spots mit einer Signalintensitat groRer als der Hintergrund und mit einer
Hintergrundintensitat <2000 wurden verwendet. Aullerdem durfte der absolute
Variationskoeffizient aller Spots eines Arrays (nach Hintergrundkorrektur) 0,25 nicht
Uberschreiten. Um dieses Kriterium zu erreichen, durften Ausreillerwerte geldscht
werden, aber es mussten mindestens 4 Werte pro Sonde/Sequenz ubrig bleiben,
ansonsten wurde die Sonde aus der Analyse genommen. Objekttrager, die in der
Verteilung der log-ratios der Intensitaten zu viele Ausreil3er zeigten [95. Perzentil der
Hintergrund log-ratios < Q3 (Hintergrund log-ratios) + Interquartilsabstand
(Hintergrund log-ratios), analog 5. Perzentil], und Objekttrager, die eine schiefe oder
multimodale Verteilung der Hintergrund log-ratios zeigten, wurden verworfen. Wenn
ein Objekttrager die Qualitatskriterien nicht erflllte, wurde die Probe auf einem neuen
Array hybridisiert. Insgesamt mussten 20 Objekttrager einmal wiederholt werden und
4 zweimal. Die Normalisierung der Daten erfolgte pro Objekttrager und wurde unter
Einsatz des R package Arraymagic [30] durchgefuhrt. Dabei wurden zwei Methoden
angewendet, Print-tip Loess mit  Varianzstabilisierung (VSN) und
Quantilsnormalisierung. FUr jede Sonde eines Arrays wurde zur weiteren
statistischen Analyse der getrimmte Mittelwert der log-ratios kalkuliert. Zum Vergleich
der Genexpression der gematchten 2N und 1N Probanden wurden gepaarte t-Tests
errechnet. Zur Korrektur fir multiples Testen wurde als Fehlerkontrollkriterium die

False Discovery Rate (FDR) gewahlt und die Simes-Methode [31] verwendet.
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Zusatzlich wurden hierarchische Clusteranalysen (Complete-Linkage) durchgefihrt,
um zu untersuchen, ob die Probanden fur die 40 Gene mit den kleinsten p-Werten in
die 1N und 2N Gruppe clustern. Bei der statistischen Analyse wurden zusatzlich zwei
homogenere Subgruppen der Probanden, Patienten mit lymphoider Leukamie als
Ersttumor (n=10) und Patienten mit Schilddrisenkarzinom als Zweitumor (n=6),
untersucht. Diese Analyse wurde nicht fur multiples Testen korrigiert und ist nur

explorativ.

2.2.3.5. cDNA-Synthese fiir die Real-Time-quantitative-PCR (RTq-PCR)

Die cDNA-Synthese wurde mit dem SuperScript Il First-Strand Synthesis System for
RT-PCR (Invitrogen) durchgefuhrt. In die Synthesereaktion wurden 1 ug totale RNA
eingesetzt. Hierzu wurde die RNA mit 1 pl 50 yM Oligo(dT)20-Primern, 1 pl 50 ng/pl
Random Hexameren und 1 yl 10 mM dNTPs versetzt und mit H,O-DEPC auf ein 10
Ml Volumen aufgefullt. Der Ansatz wurde 5 min bei 65 °C inkubiert und dann
mindestens 1 min auf Eis gestellt. Danach wurden fur die Synthese 2 pl 10x RT-
Puffer, 4 pyl 25 mM MgCl,, 2 pl 0,1 M DTT, 1 yl RNaseOUT (40 U/ul) und 1 pl
SuperScript Il RT (200 U/ul) zugegeben und fir 10 min bei 25 °C und anschlieRend
fur 50 min bei 50 °C inkubiert. Die Synthesereaktion wurde durch eine 5 min
Inkubation bei 85 °C beendet. Der Ansatz wurde auf Eis abgekuhlt. Man gab
anschliefend 1 yl RNAse H zu und inkubierte 20 min bei 37 °C, wodurch die
Ursprungs-RNA entfernt wurde. Die generierte cDNA wurde bei -20 °C gelagert.

2.2.3.6. Real-Time-quantitative-PCR (RTq-PCR)

Fir die RTg-PCR wurde die cDNA entsprechend verdinnt und pro Reaktion 25 ng
cDNA eingesetzt. Verwendet wurden als Primer fast ausschlieBlich QuantiTect®
Primer Assays (Qiagen) und zur Detektion der QuantiTect SYBR® Green PCR
Master Mix (Qiagen). Die PCR-Reaktion wurde mit dem ABI 7500 Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems) durchgefuhrt. In den unbehandelten Zellen der
Probanden wurde die Expression von 20 ausgewahlten Genen untersucht (Tabelle
2). In den 1 Gy bestrahlten Zellen wurde die Expression von funf Kandidatengenen
gemessen: CDKN1A (Qiagen, #QT00062090), KRT17 (#QT00001680), RFC2
(#QT00023905), VIM (#QT00095795) und RAD9A. Da fur RAD9A keine exon-
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spannenden Primer von Qiagen zur Verfigung standen, wurden Primer mit Hilfe von
Primer3 (v. 0.4.0) Software (http:/frodo.wi.mit.edu/primer3/) entworfen (for 5’-
GAGAAGACGGTGGAAAAATG-3, rev 5-GGAAGGACAGGTTGTGAGTC-3’, exon-
3/4-spannend). Mittels Standardkurve wurde die Linearitat der Amplifikation gezeigt.
Die Sequenzanalyse lieferte die Bestatigung des korrekten Genorts (RAD9A).
Gleichzeitig konnte eine genomische DNA-Kontamination ausgeschlossen werden.
Als endogene Kontrollen wurden die Expressionen von RRN18S (#QT00199367)
und TBP (#QT00000721) gemessen. Jede Probe wurde als Triplikat analysiert. Jeder
25 ul Reaktionsansatz enthielt 25 ng cDNA-Template in 10 yl RNase-free PCR
graded water, 2,5 pl 10x QuantiTect® Primer Assay und 12,5 pyl 2x QuantiTect
SYBR® Green PCR Master Mix (Qiagen). Die RTg-PCR wurde in zwei Stufen
durchgefuhrt (1x: 95 °C fur 15 min; 40x: 94 °C fur 15 sec, 55 °C fir 30 sec, 72 °C fur
40 sec). Die Fluoreszenzmessung der SYBR Green Interkalation im PCR-Produkt
fand wahrend des Elongationsschritts (72°C fur 40 sec) statt. Zur Auswertung wurde
die relative Quantifizierung unter Einsatz der Ct- Mittelwerte und der AA-CT-Methode
angewandt. Zuerst wurde gegen die beiden endogenen Kontrollen normalisiert. Fur
die unbehandelten Proben wurden die 2N-Patienten mit den 1N-Patienten verglichen
und die induzierten Zellen wurden gegen die zugehdrigen unbehandelten Zellen
verrechnet. Fur den Vergleich der 2N- und 1N-Probandengruppe wurde der
Vorzeichentest und Boxplots zur graphischen Darstellung verwendet. Bei diesen
Tests wurde keine Korrektur fur multiple Testung durchgefihrt. Verwendet wurde die
PASW Statistics 18.0 Software (IBM).
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Tabelle 2: Liste der mittels RTg-PCR untersuchten Gene in den unbehandelten Zellen

Gene Hersteller, Nr. Funktion

ATM #QT01671992 (QIAGEN) Zellzyklus-Checkpoints, DNA-Reparatur
CDKN1A #QT00062090 (QIAGEN) Zellzyklus-Checkpoints, DNA-Reparatur
LIG4 #QT01003744 (QIAGEN) Zellzyklus-Checkpoints, DNA-Reparatur
PAK2 #QT00093695 (QIAGEN) Tumorwachstum

UBE2V1 #QT00068075 (QIAGEN) Zellzyklus-Checkpoints, DNA-Reparatur
DNMT3A #QT00090832 (QIAGEN) De novo DNA-Methylierung

EEF1G #QT01669017 (QIAGEN) Tumorwachstum

OSGEP #QT00092911 (QIAGEN) DNA-Reparatur

POLK #QT00023737 (QIAGEN) DNA-Reparatur

RAD9A Primer hergestellt fur diese Studie  Zellzyklus-Checkpoints, DNA-Reparatur
RAD9B #QT00016471 (QIAGEN) Zellzyklus-Checkpoints, DNA-Reparatur
RFC2 #QT00023905 (QIAGEN) Zellyzyklus und Proliferation

RFC5 #QT00071288 (QIAGEN) Zellzyklus und Proliferation

SH3KBP1 #QT00068551 (QIAGEN) Tumorwachstum

VIM #QT00095795 (QIAGEN) Zytoskelett, Apoptose

TNKS2 #QT00042623 (QIAGEN) Telomerprozesse

FBN1 #QT00024507 (QIAGEN) Extrazellulare Matrix

FTH1 #QT00072681 (QIAGEN) Eisenbindung und —aufnahme, Zellproliferation
ERCC2 #QT00086758 (QAIAGEN) DNA-Reparatur, Zellzyklus-Checkpoint
KRT17 #QT00001680 (QIAGEN) Zytoskelett

2.2.3.7. Proteinextraktion

FiUr die Expressionanalyse auf Proteinebene wurde die nukledre Proteinfraktion aus
den Fibroblasten der Probanden isoliert. Hierzu wurde das Zellpellet zweimal in 500
pl Puffer A (10 mM HEPES, 1,5 mM MgClz, 10 mM KCI, pH 7.9) 10 min auf Eis
inkubiert und dann 10 sec mit maximaler Geschwindigkeit bei RT zentrifugiert. Der
Uberstand wurde jeweils verworfen. AnschlieRend wurde das Pellet in 100 pl Puffer
C (20mM HEPES, 0,42 M NaCl, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA, 25% Glycerol, pH
7.9) resuspendiert und homogenisiert, indem die Suspension mittels Spritze (0,5 ml)
ca. 20 x durch eine Kanule gepresst wurde. Danach erfolgte eine Inkubation auf Eis
fur 30 min und ein Zentrifugationsschritt mit max. Geschwindigkeit bei 4°C fur 30 min.
Der Uberstand enthielt nun die nukleédre Proteinfraktion und wurde separiert. Das
Pellet, welches die zytoplasmatische Proteinfraktion beinhaltete, wurde in 100 ul

Puffer C resuspendiert. Die Proteinextrakte wurden bei -80 °C gelagert. Die
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Proteinkonzentration wurde mit Roti® Quant (Roth) Reagenz, einen Protein-
quantifizierungsassay nach Bradford, im BioPhotometer (Eppendorf) gemessen.

Da das Hauptinteresse in dieser Studie DNA-Reparaturinteraktionen waren und das
im Vordergrund zu untersuchende Protein RAD9A im Zellkern lokalisiert ist, wurde in
den weiteren Versuchen nur die nukleare Proteinfraktion analysiert. Die gemessenen
Proteinkonzentrationen waren bei den meisten Proben sehr gering, sodass nur
exemplarische Western Blots angefertigt wurden. Die Hauptanalyse wurde mittels

Antikorper-Microarrays durchgefihrt, bei denen schon 2 ug Protein ausreicht.

2.2.3.8. Western Blot

Zur Validierung des verwendeten RAD9A-Antikorpers [93A535] (#ab13600, abcam)
[32,33] wurden exemplarische Western Blots durchgefuhrt. Bei diesem
Proteinnachweisverfahren werden die Proteine erst elektrophoretisch aufgetrennt,
dann auf eine Nitrozellulosememebran ubertragen und anschlie®end mit Antikorpern
detektiert. Fur die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektro-
phorese) wurde ein 8% Polyacrylamid-Trenngel (siehe Tabelle 3) gegossen und mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol

abgekippt und das Sammelgel (Tabelle 3) dariber gegossen.

Tabelle 3:

Reagenzien fiir SDS-PAGE Gel Trenngel 8% Sammelgel
H,O bidest. 7,00 ml 4,20 ml

1M Tris/HCI pH 8,8 + 0,6% SDS 2,10 ml 1,00 ml
30% Acrylamidlsg. mit 0,8% Bisacrylamid (37,5:1) 3,35 ml 0,80 ml
10% APS (Ammoniumpersulfat) 70 pl 70 pl
TEMED 20 ul 7l

Je 20 pg der nuklearen Proteinfraktion wurden mit 6 pl 4x Roti® Load1 (Roth)
Ladepuffer versetzt, auf 24 pl mit Puffer C aufgefullt, fir 3 min bei 95 °C denaturiert,
kurz auf Eis gestellt und auf das Gel geladen. Die SDS-PAGE wurde in SDS-
Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% SDS) mit dem Mini Protean® 3 Cell
Elektrophorese System (Bio Rad) durchgefuhrt. Nach der Probeneinlaufphase bei 50
Volt erfolgte die Auftrennung der Proteine bei 120 Volt bis zum Gelende. Es wurde
immer eine doppelte SDS-PAGE gefahren, wovon ein Gel mit Coomassie Brillant

Blau zur Gesamtprotein-Quantifizierung gefarbt wurde. Dazu wurde das Gel 1 h in
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Coomassie-Farbelsg. (1,2 g Coomassie Blau, 300 ml Methanol, 60 ml Eisessig, 240
ml H,O bidest.) und dann 1 h in Entfarbelsg. (50 ml Methanol, 50 ml Eisessig, 400 ml
H20O bidest.) bei RT geschwenkt und anschlielend mit viel H,O-bidest. ausgespult.
Die Proteine des anderen Gels wurden aufgetrennt und mittels Blotting auf eine
PVDF-Membran Hybond™-P (Amersham) transferiert. Dazu wurde das Gel und die
Methanol-aktivierte Membran zwischen mehrere mit Transferpuffer (25 mM Tris, 192
mM Glycin, 0,1% SDS, 20% Methanol) getrankte Filterpapiere (3MM, Whatman)
gelegt und zwischen zwei Flachenelektroden eingespannt. Der Transfer wurde mit
der Western Blot Kammer Mini Trans-Blot® Cell (Bio Rad) in Transferpuffer bei 50
Volt und bei 4°C Uber Nacht durchgefuhrt. Anschlielend wurde die Membran mit 5%
fettfreiem Trockenmilchpulver in TBST- Puffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5 +
0.1% Tween20) 1 h schwenkend bei RT inkubiert, um die unspezifischen
Bindungsstellen zu blockieren. Es folgte die Inkubation mit dem monoklonalen,
murinen anti-RAD9A-Antikérper [93A535] (#ab13600, abcam), 1:250 (2 ug/ml)
verdunnt in TBS-Puffer (50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) mit 5% fettfreiem
Trockenmilchpulver bei 4 °C Uber Nacht. Danach wurde die Membran dreimal far 5
min mit TBST-Puffer bei RT gewaschen. Fur die Reaktion mit einem sekundaren
Peroxidase-markierten Antikdrper und die Chemilumineszenzdetektion wurde der BM
Chemiluminescence Western Blotting Kit —mouse/rabbit- (Roche) verwendet. Der
Anti-Maus IgG POD Antikorper wurde 1:12500 verdinnt in 5% fettfreiem
Trockenmilchpulver in TBST-Puffer fur 1 h bei RT schwenkend auf der Membran
inkubiert. Dann wurde die Membran viermal fir 15 min mit TBST-Puffer bei RT
gewaschen. Die Detektionsreaktion wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt und die Chemilumineszenzsignale wurden in der Intelligent Dark Box
LAS 3000 (Fuijifilm) quantifiziert.

2.2.3.9. Antikorper-Microarray-Herstellung

Um die Proteinexpression von RAD9YA in der nukledren Proteinfraktion aller
Probanden zu bestimmen, wurden Antikorper-Microarrays mit Antikorpern gegen
DNA-Reparaturgene hergestellt. Dazu wurden Antikorperlosungen in Triplikaten auf
Nitrozellulose beschichtete Objekttrager (Oncyte, nitrocellulose 16 multi-pad slides,
Grace Bio-Labs, Bend, OR, USA) mit Hilfe eines Non-Contact Array Spotters
(sciFLEXARRAYER 3, Scienion, Berlin, Germany) aufgebracht. Fur unsere Analysen
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wurden Antikorper gegen verschiedene DNA-Reparaturproteine wie z. B. RAD9A
verwendet (Tabelle 4). BACTB-Antikorper dienten als Positiv-Kontrolle und Spotting-
Puffer (DPBS, Gibco) als Negativ-Kontrolle. Die gespotteten Objekttrager wurden bis
zur Hybridisierung bei 4 °C trocken gelagert.

Tabelle 4: Liste der verwendeten Antikorper flr die Antikérper-Microarrays

Proteine AK- Bestellnummer  Hersteller Literatur
RADY9A #ab13600 Abcam Komatsu et al. 2000, De Haro et al. 2010
yH2AX #05-636 Upstate

APEX1 #NB100-116 Novus Biologicals May et al. 2009
ERCCA1 #sc-71072 Santa Cruz

BRCA1 #sc-1553 Santa Cruz

BRCA2 #sc-1817 Santa Cruz

P53 #sc-100 Santa Cruz

PMS1 #sc-615 Santa Cruz

PMS2 #sc-617 Santa Cruz

MLH1 #sc-582 Santa Cruz

GTBP/MSH6 #sc-1242 Santa Cruz

XPA #sc-853 Santa Cruz

PCNA #sc-56 Santa Cruz

ATM #sc-7230 Santa Cruz

RAD51 #sc-7410 Santa Cruz Haaf et al. 1995
GADD45/DDIT3  #sc-793 Santa Cruz Smith et al. 1994, Haaf et al. 1999
GADD153 #sc-793 Santa Cruz

RCC1 #sc-1162 Santa Cruz

Ku-86 #sc-5280 Santa Cruz

BACTB #A5441 Sigma

2.2.3.10. Protein-Markierung

Zur Visualisierung der Proteine auf den Antikdrper-Microarrays wurden die nuklearen
Proteinfraktionen aller Probanden mit einem Amin-reaktiven Fluoreszenzfarbstoff
markiert, welcher eine kovalente Amidbindung mit den primaren Aminen der Proteine
einging. 2 pg der nuklearen Proteinfraktion wurden dazu mit 0,12
Fluoreszenzfarbstoff (Dylight 649 NHS Ester, Pierce, Rockford, USA) gemischt und
fur 1 h im Dunkeln bei RT inkubiert. Um Uberschissigen Fluoreszenzfarbstoff zu
inaktivieren, wurden 100 yl 100 mM Glycinlésung (5 mg/ml in HPLC-H,0) zugegeben
und nochmals fur 1 h im Dunkeln bei RT inkubiert.
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2.2.3.11. Antikorper-Microarray-Experiment

FUr die Hybridisierung der fluoreszenzmarkierten Proteine mit den Antikorper-
Microarrays wurden die gespotteten Objektrager mit 16-pad FAST frame
Hybridisierungskammern (Whatman, Maidstone, UK) bedeckt und fixiert. Alle
folgenden Inkubations- und Waschschritte wurden schuttelnd und bei 4 °C
durchgefuhrt. Zuerst wurde zum Blockieren von unspezifischen Bindungen jeder
Subarray (16 pro Array) mit 120 pl 4% fettfreiem Trockenmilchpulver in PBS-Puffer
(Gibco) fur 1 h inkubiert. Jeder Subarray wurde anschlie3end dreimal mit je 120 pl
PBS-Puffer (Gibco) fir 10 min gewaschen. Der Puffer wurde vollstandig abgesaugt
und die fluoreszenzmarkierten Proteinproben wurden Uber Nacht im Dunkeln
inkubiert. Danach wurden die Subarrays der Objektrager zweimal mit 120 ul PBS-T
(PBS + 5% Tween20) und zweimal mit 120 yl HPLC-H,O fur je 15 min gewaschen.
Zum Schluss wurden die Objekttrager in der SpeedVac getrocknet und die
Fluoreszenzsignale wurden mit einem hochauflosenden, konfokalen Array Scanner
428™ (Affymetrix, High Wycombe, UK) gemessen. Die generierten Microarray-Bilder
wurden mit der Spotfinder 3.2.1 Software (TM4, Dana-Faber Cancer Institute,
Boston, USA) gelesen. Eine Hintergrundkorrektur der Spotintensitat wurde im

Programm mit einem top bkg cutoff von 25% nach folgender Formel durchgefuhrt:

Spotintensitat = Spotintensitat vitewert - (22 Bkg —2 Top25Bkg)/(Pixel No. Spot —Pixel No.Top25Bkg))

Bkg= Hintergrund, > = Summe, Top25Bkg = 25% der héchsten Hintergundwerte

Zur Normalisierung der Microarray-Daten wurde eine Log10-Transformation der
Mittelwert durchgefuhrt und Z Scores und Z Ratios berechnet [34].

Die statistische Analyse wurde mittels PASW statistics 18.0 Software (IBM)
durchgefuhrt. Zum gepaarten Vergleich der 2N- und 1N-Patienten wurde der
Vorzeichentest, und wenn moglich der Wilcoxon-Test (Schiefe [-1,+1]),
herangezogen. Zur graphischen Darstellung wurden Boxplots gewahlt. Bei diesen

Analysen wurde keine Korrektur fir multiple Testung durchgefuhrt.
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2.2.4. DNA-Extraktion

Zur Extraktion der genomischen DNA aus den Fibroblasten-Zellpellets wurde der
QIAamp® DNA Mini Kit (QIAGEN) fiir max. 5 x 10° Zellen nach Angaben des
Herstellers verwendet. Die Konzentration der DNA wurde mittels UV-
Absorptionsmessung bei 260 nm im Nanodrop 2000 Spectrophotometer bestimmt
(Azsor280-Faktor = 50).

2.2.5. Epigenetische Untersuchung der DNA-Methylierung

Die Analyse der DNA-Methylierung in den unbehandelten Fibroblasten aller 1N- und
2N-Probanden der Studie und des aulenstehenden Kontrollkollektivs fur die sieben
ausgewahlten Gene (FBN1, BRCA1, P53, P16, APC, RAD9, EFNA5) wurde in

Zusammenarbeit mit dem Medizindoktoranden Marco Ludwig durchgefihrt.
2.2.5.1. Bisulfit-Konversion genomischer DNA

Die Bisulfit-Konversion der DNA ist eine Methode zur Bestimmung der DNA-
Methylierungsmuster. Hierbei werden die nicht methylierten Cytosine in Uracil
umgewandelt, wohingegen methylierte Cytosine nicht beeinflusst werden. Mit Hilfe
des EpiTect® Bisulphite Kit (Qiagen, Hilden, Germany) wurde je 1 yg genomische
DNA aus den unbehandelten Fibroblastenzellen nach Anleitung des Herstellers mit
Bisulfit konvertiert.

2.2.5.2. Pyrosequenzierung

Mittels Pyrosequenzierung, einer Real-Time-Sequenziermethode, wurde nach
Bisulfit-Behandlung der CpG-Methylierungsgrad eines gewunschten DNA-Abschnitts
bestimmt. Hierzu wurde die Bisulfit-DNA mit genspezifischen Primerpaaren (Tabelle
5), die mit Hilfe der Assay Design Software (Biotage, Uppsala, Schweden) entworfen

wurden, PCR-amplifiziert.
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Tabelle 5: Primer fir die genspezifische PCR (forward, reverse) und die Sequenzier-Primer
(sequencing) fur die Bisulfit-Pyrosequenzierung der sieben untersuchten Gene

Primer

FBN1 forward
FBN1 reverse
FBN1 sequencing
BRCAL1 forward
BRCAL1 reverse
BRCA1 sequencing
P16 forward

P16 reverse

P16 sequencing
P53 forward

P53 reverse

P53 sequencing
APC forward

APC reverse
APC sequencing
RAD9 forward
RADS9 reverse
RAD9 sequencing
EFNADS forward
EFNAS reverse
EFNAS sequencing

Sequenz
5-GTAGTAGGGTAGAAATTTATAGTTAGGTTT-3"
5°- Bio CCACTTTTATCCACCTATTTTCTAAT- 3°
5°- ATTATAGTGTTTTTTAAGAG-3

5- TAGGGGGTAGATTGGGTGGTTA-3"

5°- Bio CCCCCTCCAAAAAATCTCA-3

5- TGGGTGGTTAATTTAGAGT-3'
5-GGTTGTTTTYGGTTGGTGTTTT-3

5°- Bio ACCCTATCCCTCAAATCCTCTAAAA-3
5-TTTTTGTTTGGAAAGAT-3'

5°-Bio TTTTTTAGGTTGGTTTTGATTGTA-'3
5°- AAAACACAACAAACCAATATACA-'3

5°- TAATAATAAAAATAAACCTC-'3

5°- Bio GGTTAGGGTTAGGTAGGTTGT-"3
5°-ACTACACCACTACAACCACATATC-'3
5°-CCACACCCAACCAA-'3
5-GGTTTTTATGGGGAAAGGAGG-'3

5°- Bio CCACAAACCCAACCCTCTAAC-'3
5-TTTTATGGGGAAAGGA-'3
5-GAGGGTTTAGGAGGAAAAAGGAATTAT-'3
5°- Bio CCCCCCAAACACAACTTAAC-'3
5-AATTATAAGATGGAGAGAAG-'3

Der forward oder der reverse Primer war am 5-Ende biotinyliert, um Template-
Einzelstrange mittels Streptavidin-Sepharose-Beads zu isolieren. Das generierte
PCR-Produkt wurde durch Gelelektrophorese kontrolliert. Flr die Pyrosequenzierung
folgten dann die Aufarbeitung mittels Steptavidin-Sepharose-Beads an der Vacuum
Prep Workstation (Biotage) und anschlieBend das Annealing des Sequenzier-
Primers (Tabelle 5). Die so vorbereiteten Proben wurden dann im Pyrosequenzierer
PSQ96MA System (Biotage) mit dem PyroGold SQA Reagent Kit (Qiagen)
prozessiert. Die Datenanalyse erfolgte mit der Pyro Q-CpG Software (Biotage). Die
statistische Analyse der Methylierungswerte wurde mittels PASW statistics 18.0
Software (IBM) durchgeflhrt. Zum gepaarten Vergleich der 2N- und 1N-Patienten

wurde der Vorzeichentest herangezogen. Zur graphischen Darstellung wurden
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Boxplots gewahlt. Bei diesen Analysen wurde keine Korrektur fir multiple Testung
durchgefuhrt.

2.2.6. Untersuchung von Genkopienzahlvariationen

2.2.6.1. SNP-Array-Analysen

Die SNP-Array-Analysen der DNA der 1N- und 2N-Probanden dieser Studie erfolgten
in Zusammenarbeit mit Dr. Tanja Zeller aus der Il. Med. Klinik, Universitatsmedizin
Mainz.

Dazu wurde mittels SNP (Single Nucleotide Polymorphism) -Microarrays (Auflésung
100 kb) genomweit nach zytogenetisch kryptischen Deletionen und Duplikationen in
DNA-Reparatur- und  krebsassoziierten  Genen gesucht. Um  solche
Genkopienzahlvariationen nachzuweisen, wurden jeweils 500 ng genomische DNA
aus den unbehandelten Fibroblasten der Probanden nach Angaben des Herstellers
mit dem GeneChip Genome Wide SNP Sty Assay Kit 5.0/6.0 (Affymetrix) markiert
und auf dem GeneChip Genome Wide Human SNP Array 6.0 (Affymetrix)
hybridisiert. Die Datenanalyse erfolgte mit der Genotyping Console 4.0 (Affymetrix)
und der Chromosome Analysis Suite 1.0.1 (Affymetrix) Software.

2.2.6.2. Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung (FISH)

Die Fluoreszenz-In-Situ-Hybridisierung basiert auf der Basenpaarung von
fluoreszenzmarkierten DNA-Sonden mit ihren komplementaren DNA-Zielsequenzen
in den Metaphasechromosomen (oder Interphasezellen). Die Methode wurde zur
Validierung der in den SNP-Microarrays detektierten, gréReren Deletionen/
Duplikationen angewendet. Die Durchfihrung der Experimente erfolgte in
Zusammenarbeit mit Miriam Grunow im Rahmen ihrer Bachelorarbeit (Details siehe
Bachelorarbeit Miriam Grunow). Als DNA-Sonden wurden BAC-Klone verwendet
(Tabelle 6), welche durch E. coli Kultivierung amplifiziert wurden. Die DNA wurde
mittels DNA-Isolation from BAC & PAC Clones—Verfahren [35] isoliert.
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Tabelle 6: Name, Lokalisation, Grofde und Antibiotikumresistenz der fur die FISH verwendeten BACs

KKR - Patient Ab A10 A24 und D24
BAC RP11-139D07 RP11-327M19 | RP1-312L17
Antibiotikum Chloramphenicol | Chloramphenicol | Kanamycin
Lokalisation o 2p11 12
BAC (griin) L& SR bzw. Zentromer 2Ess
Lokalisation Kontrolle . ) _
(rot) 16q terminal 2q terminal Bg terminal
Bereich [bp] aufdem | - -, 5, 05480048 | 127345280
Chromosom von
gereich[bplaufdeny . ., |, 95652499 | 127 453 396
Chromosom bis
GréRe [bp] 163.875 172451 108.107

Je 500 ng der isolieten DNA wurden durch Nick-Translation mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Tetramethyl-rhodamine-5-dUTP (Roche) oder Fluorescein-
12-dUTP (Roche) direkt markiert. Die markierte DNA-Sonde wurde zusammen mit
humaner COT DNA (Roche) und Heringsperma-DNA (Sigma) in einer
Ethanolprazipitation gefallt und in Hybmix 30 (2x SSC, 30% Dextransulfat, 50%
Formamid) resuspendiert. Von den Lymphozytenkulturen (aus Blut) der Probanden
wurden gealterte Metaphasenpraparate hergestellt, welche vor der Hybridisierung fir
5 min bei RT in 2 x SSC-Losung gestellt und anschlieRend jeweils 1 min in einer
aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 85%, 100% EtOH) dehydriert wurden. Dann
wurden 10 yl Sonden-DNA auf das trockene Metaphasenpraparate gegeben, flr 5
min bei 80 °C denaturiert und schlieBlich fir 7 h bei 37 °C hybridisiert. Danach
wurden die Praparate gewaschen und zur Gegenfarbung des Zellkerns mit DAPI
(100 ng/ml, Sigma) in Mountingmedium Vectashield antifade solution (Vector Labs)
eingedeckt. Die Signaldetektion erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskop (Leica CTR
MIC), ausgestattet mit geeigneten Filtern (Vysis) und der Software Leica CW4000
(Leica Microsystems).
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2.2.6.3. Genomische RTq-PCR

2.2.6.3.1. Genomische RTq-PCR mit SYBR Green |

Zur Validierung der in den SNP-Microarrays detektierten Deletionen und
Duplikationen wurde die genomische RTg-PCR mit SYBR Green-Detektion (siehe
2.2.3.6. RTg-PCR) angewendet. Diese Analysen wurden auch in Zusammenarbeit
mit Miriam Grunow durchgefuhrt (Details siehe Bachelorarbeit Miriam Grunow). Die
PCR-Reaktion wurde mit dem ABI 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) durchgefuhrt. Mit Hilfe der Primerdesign-Software Allele ID 7.0 wurden
zur Untersuchung der ausgewahlten Genbereiche Primer (Tabelle 7) entworfen. Als
Kontrollen wurde die Kopienzahl des Gens RFC3 und des Gens HEM3 gemessen.
Jede Probe wurde als Triplikat analysiert. Jeder 25 uyl Reaktionsansatz enthielt 200
ng genomische DNA (aus Fibroblasten) der Probanden in PCR graded water, 1 pl 10
MM Primer Mix (For+Rev), 1 pyl 10x BSA und 12,5 pl 2x QuantiTect SYBR® Green
PCR Master Mix (Qiagen). Die gPCR wurde in zwei Stufen durchgefuhrt (1x: 95 °C
fur 20 min; 35x: 95 °C fur 30 sec, 57 °C fur 30 sec, 72 °C fur 60 sec). Die
Fluoreszenzmessung der SYBR Green-Interkalation im PCR-Produkt fand beim
Elongationsschritt (72 °C fur 60 sec) statt. Es wurden Standardkurven bestimmt und
Schmelzkurvenanalysen durchgefuhrt. Zur Auswertung wurden die Software 7500
Fast System SDS v.2.0.5 (Applied Biosystems) und die Software qBasePlus

verwendet.
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Tabelle 7: Mit der Primerdesign-Software Allele ID 7.0 entworfene Primerpaare fir die genomische
RTg-PCR der zu untersuchenden Genbereiche und der Kontrollgene (Test-Primer) RFC3 und HEM3

Design-Primer fur KKR A6

Name

Sequenz

Primerpaar 1

Torward Primer

KIAAD430 ex8se

ACCAGCAAATAAGGATGGCAAGAG

reverse Primer

KIAAD430 exBas

CAGCCTGTGATACTCAGCACTTTC

Design-Primer fur KKR A7

Name Sequenz
Primerpaar 1 forward Primer|17 _B12 for GAGGTGGAGGTATGATGGCTTTTC
p reverse Primer|17_B12_rev CAGATTGAAGACAAGTCCGAGAGG
Design-Primer fiir KKR A10
Name Sequenz
Primerpaar 1 forward Primer|M19 for GTCTTCATAAAGCCGCAGTAG
p reverse Primer|M19 rey AAACACAGCACCCACGAG
Design-Primer fur KKR A12
Name Sequenz

Primerpaar 1

forward Primer

578 Ex6d for

GTCACTCCAATGTCTTCCTCCTG

reverse Primer

578_Ex6d_rev

GCCTGCCAACATGATGAAACC

Primerpaar 2

forward Primer

P19 for

TTCCACCATTGTGATTTATTTCTG

reverse Primer

P19 _rev

GGGATTATCATTAGTTCTTGTAGC

Design-Primer flir KKR A16

Name

Sequenz

Primerpaar 1

forward Primer

513 for

TCCACTGCCAAATGCTCTCAC

reverse Primer

38
38 _G13_rev

GACACCAAATCTGCTGACACTTAG

Design-Primer fliir KKR A24 und D24

reverse Primer

RSFPO3 _a_rev

Primerpaar 3

Torward Primer

Name Sequenz
Primerpaar 1 P2ar0 Fﬁmer C17 Sense CCAACTCCCICTTCCCAGATCAAG
reverse Primer|L17 anti-sense GTTGCTGTTCCACGCTCCCTGAG
: forward Primer | RSPO3_a for |AGCGICIGIACCAICICIG
Primerpaar 2

GAAGCCATCACAATCCAACC

RSPO3 b for

AAGGAGACCTCTGTTTGTGTTG

reverse Primer

RSPO3 b rev

GCGAAGGAGCAAGAGCATC

Primerpaar 4

forward Primer

RSPO3 i for

ACTGGGGAAAGTTCCATGTAAAAG

reverse Primer

RSPO3 i rev

CTGCGGTTATTGGGATTTGGC

Primerpaar 5

forward Primer

L17 e for

CATCACTCCAACATCTAGTCCTTC

reverse Primer

L17 e rev

TCTGCCAGGTTGCTGCTAC

Kontroll-Primer

Name Sequenz
forward Primer |JRFC3 for |AGCATTGTCTTAGTCTGGAAC
reverse Primer |JRFC3 _rev |GGGTGAGAGCAAGGGAAC
Test-Primerpaar 2 forward E’r@mer Hmfor m
reverse Primer |[HEM3 rev |AGGCAAGGCAGTCATCAAGG

Test-Primerpaar 1
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2.2.6.3.2. Genomische RTq-PCR mit UPL-Assays (Roche)

Die Detektion der genomische RTg-PCR wurde im Lauf der Studie von SYBR Green
| auf die Universal ProbeLibrary (UPL)-Assays (Roche Applied Science) umgestellt,
da sich diese Technik bei uns im Labor als sehr genau und hocheffizient erwiesen
hat. Die Universal ProbeLibrary (UPL)-Assays basieren auf kurzen Hydrolysesonden,
die am 5-Ende mit Fluorescein (FAM) markiert sind und am 3'-Ende einen
Quencher-Dye tragen. Die UPL-Sonden werden bei der Amplifikation mit
genspezifischen Primern in die PCR-Produkte integriert.

Diese Technik wurde zur weiteren Uberpriifung der im SNP-Microarray gefundenen
Deletionen bzw. Duplikationen des 2N-Probanden A24 im Vergleich mit seinem
monozygoten gesunden Zwilling D24 eingesetzt.

Die PCR-Reaktion wurde mit dem ABI 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) durchgefuhrt. Mit Hilfe der Online-Primerdesignsoftware UPL-Assay
Design Center (Roche Applied Science) wurden zur Untersuchung der ausgewahlten
Genbereiche Primer entworfen. Tabelle 8 enthalt die verwendeten Primerpaare und
die dazu passenden Sonden. Jede Probe wurde als Triplikat analysiert. Jeder 20 pl
Reaktionsansatz enthielt 50 ng genomische DNA (aus Fibroblasten) der Probanden
in PCR graded water, 1 pl 10 uM Primer Mix (For+Rev), 0,5 yl 10 yM UPL-Sonde
und 10 pl 2x TagMan® Fast Universal PCR Master Mix (ABI). Die qPCR wurde in
zwei Stufen durchgefuhrt (1x: 95 °C far 10 min; 45x: 95 °C fur 30 sec, 60 °C fur 60
sec). Die FAM-Fluoreszenzmessung fand beim kombinierten Annealing- und
Elongationsschritt (60 °C fur 60 sec) statt. Zur Auswertung wurde die Software 7500
Fast System SDS v.2.0.5 (Applied Biosystems) und die AA-CT Methode verwendet.

Normalisiert wurde gegen das Kontrollgen RFC3 und gegen mehrere Kontrollproben.
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Tabelle 8: genomische RTq-PCR Primer und UPL-Sonden fur die zu untersuchenden Gene des

2N-Probanden A24 im Vergleich mit seinem monozygoten gesunden Zwilling D24

Gen
RPN2

RSPO3

CCND3

Ch5orfl3

UBE2Q2P2

KRAS

RFC3

Primer
RPN2_for
RPN2_rev
RSPO3_for
RSPO3_rev
CCND3_for
CCND3_rev
Cb5orf13_for
Cborf13_rev

UBE2Q2P2_for
UBE2Q2P2_rev

KRAS _for
KRAS rev
Kontrollgen
RFC3_for
RFC3_rev

seq 5'-3'
tctagacatttgtccgactccat
tctggctcggcaacaaac
cctcctectcccctatgtg
gcaggagacgctccagtg
acccatgacgagtggactg
cacctacccaagcctacctg
acacaaccggtccactcct
gactctcagcctctgcaagaa
tgagatgaaagaagagcctattagtg
ttgcccaattttctttttcag
tcttgagagggcattgcttc

gaaaccaaagccaaaagcag

agtaggtgcttggcggttc
agtgtaacttgacctacatcttcaatg

UPL- Sonde
#72

#23

#7

#24

#88

#47

#32
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3. Ergebnisse

3.1. Genexpressionsanalysen

3.1.1. cDNA-Microarray-Screening

3.1.1.1. Probandengruppenvergleich

3.1.1.1.1. mRNA-Expression in den uninduzierten Probandenfibroblasten der
2N-Gruppe im Vergleich zur IN-Gruppe

Zu Beginn der Studie wurde eine massiv parallele Expressionsanalyse von DNA-
Reparaturgenen mittels cDNA-Microarrays durchgefiihrt, auf denen cDNAs von ca.
200 DNA-Reparatur-assoziierten oder Zellzyklus-Genen gespottet waren. In diesem
Screening wurde die mRNA-Expression in unbehandelten Fibroblasten von 2N-
Probanden und gematchten 1N-Probanden verglichen. Die Daten wurden am IMBEI
mit verschiedenen Normalisierungsverfahren (siehe Material und Methoden
2.2.3.4.3.) ausgewertet. Nach Korrektur fur multiples Testen mit einer False Discove-
ry Rate (FDR) von 5% konnte fur kein Gen ein signifikanter p-Wert detektiert werden,
somit konnte zwischen der 2N-Gruppe und der 1N-Gruppe kein signifikanter Unter-
schied in der Expression der untersuchten Gene auf dem Chip festgestellt werden.
Ohne Korrektur fir multiples Testen konnten allerdings Gene mit kleinen p-Werten im
gepaarten t-Test fur den Gruppenvergleich detektiert werden. In Tabelle 9 sind die 40
Gene (Top 40) mit den kleinsten p-Werten aus den beiden angewendeten Normali-
sierungsverfahren aufgelistet. In den Top 40 kamen in die DNA-Reparatur involvierte
Gene nicht haufiger vor als auf dem gesamten Array.

Aus diesen 40 Genen mit den kleinsten p-Werten des Vergleichs 2N vs 1N wurden
spater einige in die weitere Untersuchung der mRNA-Expression mittels RTq-PCR
eingeschlossen. Fiur die Gene RFC2 (Rang 2 bzw. 4), ERCC2 (Rang 4 bzw. 8+5),
FTH1 (Rang 7 bzw. 1), CDKN1A (Rang 10 bzw. 9) und KRT17 (Rang 24 bzw. 29)
wurde die mRNA-Expression durch RTg-PCR-Analysen in unbehandeltem Fib-

roblasten der 2N- und 1N-Probanden validiert.
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Tabelle 9: Liste der Top 40-Gene aus dem cDNA-Mikroarray-Screening geordnet nach den kleinsten

p-Werten des Vergleichs 2N vs 1N; mittels RTg-PCR weiter untersuchte Gene sind fettgedruckt.

Normalisierung

Print-tip Lowess mit VSN

Quantilnormalisierung

2N/1N 2N/IN
Ranking Gen p-Wert Ratio Gen p-Wert Ratio
1| FTH1 0,00060 1,09 | RWDD1 0,00091 0,92
2| PTK2B 0,00069 0,95 | RFC2 0,00217 1,08
3| RWDD1 0,00200 0,92 | CAPNS1 0,00403 1,05
4 | RFC2 0,00330 1,07 | ERCC2 (1) 0,00433 0,94
5| ERCC2 (2) 0,00595 1,17 | PTPRN 0,00486 1,10
6 | PVALB 0,00783 0,88 | PTK2B 0,00517 0,96
7| PTPRN 0,00826 1,09 | FTH1 0,00869 1,08
8 | CAPNS1 0,00968 1,06 | ERCC2 (2) 0,00901 1,16
9 | CDKN1A 0,01185 0,91 | TRF4 0,00917 1,10
10 | TRF4 0,01395 1,10 | CDKN1A 0,01036 0,91
11 | PRKCB1 0,01467 0,92 | PRKCB1 0,01212 0,93
12 | EFNB3 0,01763 1,07 | IDUA 0,01455 1,07
13 | PRSS2 0,01932 1,08 | TERT 0,01473 0,90
14 | NTH1 0,02207 0,90 | VIP 0,01494 1,08
15 | CCNH 0,02429 0,82 | PVALB 0,01557 0,89
16 | VIP 0,02687 1,08 | ERCC5 0,01888 0,90
17 | LHX6 0,02701 0,85 | ENC1 0,01907 1,07
18 | GSS 0,02707 1,04 | c-jun 0,01974 0,96
19 | ALOX5 0,02710 0,86 | EFNB3 0,01978 1,07
20 | RAB18 0,02741 0,95 | PRSS2 0,01991 1,08
21| RPS9 0,02824 1,07 | POLH 0,02327 1,05
22 | CALB1 0,02921 1,07 | GSS 0,02543 1,04
23 | PSIP2 0,02960 0,90 | EIF2B2 0,02554 0,95
24 | P160 0,03007 0,90 | KRT17 0,03119 1,09
25 | TAC1 0,03076 1,08 | CDC25B 0,03462 1,12
26 | POM121 0,03537 1,15 | LHX6 0,03507 0,87
27 | ERCC5 0,03738 0,90 | SLC6A1 0,03922 1,07
28 | RHCE 0,04012 1,06 | SIRT1 0,03960 1,09
29 | KRT17 0,04355 1,08 | TAC1 0,04176 1,06
30 | SLC6A1 0,04471 1,07 | MRE11A 0,04266 1,05
31| EEF1 0,04563 1,12 | NTH1 0,04285 0,93
32 | PMP22 0,04669 1,06 | EEF1 0,04286 1,13
33| CREBL1 0,04720 0,95 | SLC6A8 0,04300 0,96
34 | UBEN2 0,04918 1,07 | PEPD 0,04594 1,04
35| CDC25B 0,04967 1,10 | RPA2 0,04674 0,96
36 | GALT 0,05025 0,89 | ATM 0,04744 0,95
37 | EIF4A2 0,05041 0,94 | RHCE 0,04764 1,07
38| CTSL 0,05184 1,15 | RAB18 0,04818 0,96
39 | MRE11A 0,05191 1,06 | CTSL 0,04824 1,15
40 | TERT 0,05328 0,90 | PMP22 0,04837 1,06
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Die zusatzlichen hierarchischen Clusteranalysen (Complete-Linkage) der Top 40
Gene fuhrten nicht zu einer klaren Eingruppierung der Probanden in die 2N- bzw. 1N-
Gruppe (Abbildung 4). Es konnten 10 der 20 1N-Probanden richtig zur 1N-Gruppe
(50%) klassifiziert werden und 18 der 20 2N-Probanden wurden korrekt in die 2N-
Gruppe (90%) geclustert. Dieses Ergebnis bedeutet, dass eine hohe Sensitivitat, 2N-
Probanden richtig zu klassifizieren, vorliegt, aber nur eine geringe Spezifitdt der
Gruppeneinteilung vorhanden ist. Im Weiteren konnte keine Clusterung von DNA-
Reparaturgenen im Vergleich zu anderen Genen festgestellt werden (Heatmap nicht

dargestellt).

Top 40 gene sequences
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Abbildung 4: Hierarchische Clusteranalysen (Complete-Linkage) der Top 40 in den 1N (B) und 2N (A)
Patienten. Die Nummern bezeichnen die gematchten Paare (z.B. A1/B1).
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Da die Tumorerkrankungen innerhalb unseres Kollektivs sehr heterogen waren, wur-
den mit den cDNA-Microarray-Daten Subgruppenanalysen durchgefihrt, mit dem
Ziel, in homogeneren Gruppen auffalligere Expressionsunterschiede zu finden. Zwei
im Kollektiv vorkommende, groRere Subgruppen konnten hierzu definiert werden: 10
Probandenpaare mit lymphoider Leukamie als Erstdiagnose und 6 Probandenpaare
mit Schilddrisenkarzinom als Zweittumor. Die Top 20- bzw. Top 12-Liste der Gene
mit den kleinsten p-Werten in diesen Subgruppen sind in Tabelle 10 und 11 darge-
stellt. 2 Gene aus den Top 40-Genen der Hauptanalyse konnten in den Top-Genen
der Subgruppenanalyse wieder gefunden werden: FTH1 zeigt einen kleinen p-Wert

in beiden Subgruppen, CDKN1A nur bei lymphoider Leukamie als Erstdiagnose.

Tabelle 10: Liste der Top 20-Gene geordnet nach den kleinsten p-Werten des Vergleichs 2N vs 1N
flr die Subgruppe aus 10 Probanden mit Erstdiagnose lymphoide Leukamie; mittels RTg-PCR weiter
untersuchte Gene aus TOP 40-Liste sind fettgedruckt.

Print-tip Lowess mit VSN Quantilnormalisierung
2N/IN 2N/IN

Gen p-Wert Ratio Gen p-Wert Ratio

CDKN1A 0,00217 0,89108 | CDKN1A 0,00210 0,88576
FTH1 0,00460 1,09715 | CDK7 0,00490 1,09892
PTPRD 0,00663 1,10093 | FOS 0,00575 0,91454
ABCBS 0,00767 0,94568 | CLCN4 0,00578 1,08023
CLCN4 0,00869 1,06982 | FLNA 0,00606 1,07188
FLNA 0,01037 1,07855 | PAK3 0,00994 1,05289
C8orf2 0,01446 1,04777 | PTPRD 0,01252 1,11566
PTPRT 0,01633 0,93689 | ABCB8 0,01375 0,95936
PAK3 0,02669 1,03587 | ARRB2 0,01460 1,07057
P160 0,02816 0,88312 | RFC5 0,01471 0,92312
PACE4 0,02868 0,85789 | FTH1 0,01805 1,10257
CDC25B 0,02906 1,16208 | PTPRT 0,01933 0,95003
EEF1 0,03324 1,14787 | SIRT2 0,02165 0,89904
TUBB 0,03375 1,16565 | CDC25B 0,02272 1,18924
CHEK?2 0,03653 0,94372 | GUSB 0,02359 0,95089
SIRT2 0,03696 0,87144 | IDUA 0,02377 1,09356
HEXB 0,04110 1,10564 | DBT 0,02493 0,96558
OPTN 0,04328 0,90740 | POLK 0,02826 0,93923
IDUA 0,04340 1,09419 | HEXB 0,02878 1,10668
TM4SF2 0,04721 0,87098 | CREBBP 0,02932 0,95257
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Tabelle 11: Liste der Top 12 Gene geordnet nach den kleinsten p-Werten des Vergleichs 2N vs 1N fiir

die Subgruppe aus sechs Probanden mit Schilddriisenkarzinom als Zweittumor; mittels RTg-PCR
weiter untersuchte Gene aus TOP 40-Liste sind fettgedruckt.

Print-tip Lowess mit VSN

Quantilnormalisierung

2N/IN 2N/1N
Gen p-Wert Ratio Gen p-Wert Ratio
LTBP4 0,00109 1,07007 | EIF4B 0,00110 1,06489
FTH1 0,00197 1,14006 | FLJ10579 0,00220 1,07721
MAPK13 0,00934 0,90567 | TINF2 0,00429 1,06043
ED1 0,01044 1,13683 | SERPINE2 0,00463 1,09372
SERPINE2 0,02094 1,10996 | MRPL40 0,00716 0,93526
TINF2 0,02506 1,06232 | RIBIN 0,01283 0,93249
FLJ10579 0,04078 1,08557 | FTH1 0,01817 1,12339
PTPRA 0,04599 1,06925 | HTR2A 0,02085 1,05766
RPS9 0,05223 1,08294 | GTF2H1 0,03499 0,94516
ABCBS8 0,06227 0,95192 | FMR1 0,03733 0,95104
POU2F1 0,06300 0,91294 | CAPNS1 0,03771 1,06319
EIF4B 0,06393 1,07829 | RWDD1 0,04434 0,91553

Zusammenfassend zeigte die Datenauswertung nach dem kleinsten p-Wert nur Gene

mit einem kleinen Unterschied im Expressionsverhaltnis 2N/1N von 0,85-1,17 Ratio
Mittelwert.

Die cDNA-Microarray-Daten wurden anschlielend zusatzlich nach dem Kriterium,

dass das Expressionsverhaltnis groRer als 1,2 bzw. kleiner als 0,8 sein muss, fur je-

den Probanden separat ausgewertet. Hierbei wurden die Gene berlcksichtigt, die bei

mindestens zwei Probanden starkere Regulation zeigten. Folgende Gene wurden so

ermittelt:

e CDKNI1A, RFC2, ERCC2, FTH1 und KRT17, Selektion aus der Datenauswer-
tung nach kleinem p-Werten
e ATM, LIG4, PAK2, UBE2V1l, DNMT3A, EEF1G, OSGEP, POLK, RAD9A,
RAD9B, RFC5, SH3KBP1, VIM, TNKS2 und FBN1, die bei mindestens zwei

Probanden starker reguliert mit einer Ratio >1,2 bzw. <0,8 vorkamen.

Diese 20 Gene wurden in weiteren Analysen mittels RTg-PCR validiert.
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3.1.1.2. Zwillingsvergleich

3.1.1.2.1. mRNA-Expression in den uninduzierten Probandenfibroblasten des
2N-Probanden KKR A24 im Vergleich zu seinem monozygoten gesunden Zwil-
ling KKR D24

Fir den separaten Vergleich des 2N-Probanden (A24) mit seinem monozygoten ge-
sunden Zwilling (D24) wurden gesonderte cDNA-Microarray-Experimente durchge-
fuhrt. Hierbei wurden nicht induzierte Fibroblastenproben von A24 und D24 in direk-
ten Vergleich auf dem Chip hybridisiert. Fir Gene, die in beiden Normalisierungsver-
fahren auffallig differentiell reguliert waren, wurden gemittelte Expressionsverhaltnis-
werte fur A24/D24 berechnet. Die neun am starksten regulierten Gene sind in Tabelle
12 mit A24/D24 Ratio-Mittelwerten dargestellt und wurden in weiteren separaten
RTg-PCR-Analysen fur das monozygote Zwillingspaar verifiziert. Die Microarray-
Auswertung fur das Zwillingspaar war rein deskriptiv, da bei nur zwei Proben ein sta-

tistischer Vergleich nicht moglich war.

Tabelle 12: Liste der im cDNA-Microarray am starksten differentiell regulierten Gene (9) in den nicht
induzierten Probandenfibroblasten des 2N-Probanden KKR A24 im Vergleich zu seinem monozygoten
gesunden Zwilling KKR D24

Zusammenfassung aus beiden Normalisierungen
Gen A24/D24 Ratio Mittelwert
ATN1 1,42
ATRX 1,38
DGKZ 0,72
ELK1 1,30
ERCC5 1,31
KRT17 0,73
MAPK1 1,33
PMS2L2 0,72
SIRT2 1,35
3.1.2. RTg-PCR

3.1.2.1. Auswahl endogener Kontrollgene fur die RTq-PCR

Fur eine bestmogliche Normalisierung der RTg-PCR-Daten ist es wichtig, mdglichst
konstant exprimierte, nicht regulierte Referenzgene mit zu analysieren. Um gute en-

dogene Kontrollgene auszuwahlen, wurde hierzu die mRNA-Expression verschiede-
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ner Referenzgene in 25 humanen Kontrollfibroblastenzelllinien untersucht. Hierbei

handelte es sich um die folgenden zwdlf in der Literatur haufig verwendeten Refe-

renzgene:
e GAPDH, TUBB, PPIA, ACTB, YWHAZ, RRN18S, B2M, UBC, TBP, RPLPO,
GUSB, HPRT1

Fir die erhaltenen Ct-Werte wurde die Standardabweichung berechnet und mit Hilfe
der geNorm Software ein internes Kontrollgen-Stabilitatsmald M bestimmt, welches
kleiner als 1,5 sein sollte. Die drei Gene mit der kleinsten Standardabweichung der
Ct-Werte innerhalb der 25 Zelllinien waren TBP (0,210), UBC (0,236) und RRN18S
(0,263).

In der geNorm-Analyse erfullten alle Gene das Kriterium M<1,5 Range (0,575-0,338),
wobei TBP (0,338), YWHAZ (0,373) und PPIA (0,374) die kleinsten M-Werte zeigten.
Da TBP das am stabilsten exprimierte endogene Kontrollgen in den untersuchten
Fibroblasten war, wurde es als Hauptreferenzgen in den RTg-PCR-Analysen ver-
wendet. Das Gen TBP kodiert das TATA box binding protein, welches ein wichtiger
Faktor der Initiation und Kontrolle der Transkription ist.

In spateren Analysen wurde RRN18S als zweites endogenes Kontrollgen mit analy-
siert. RRN18S misst die 18S ribosomale RNA-Expression und wurde ausgesucht, um
eine Normalisierung auf den Gesamtexpressionsstatus der Zellen zu erzielen.
RRN18S war kein Top Gen in der geNorm-Analyse, zeigte aber eine sehr geringe

Standardabweichung.

3.1.2.2. mRNA-Expression der mittels Microarray ausgewahlten Gene in den

uninduzierten Kontrollfibroblasten

Die mRNA-Expression der mittels cDNA-Microarray-Screening ausgewahlten Gene
wurde zunachst in den 25 unabhangigen, unbehandelten Kontrollfibroblastenzellli-
nien untersucht. Das Ziel dabei war, die Variabilitdt der Genexpression in Fib-
roblasten beurteilen zu kdnnen und maoglicherweise hochvariable Gene von der Ana-
lyse des eigentlichen 1N- und 2N-Probandenkollektiv ausschlieen zu kénnen. Da
dieses Kontrollkollektiv nicht gematcht und sehr heterogen war und im Altersdurch-
schnitt weit Uber dem des 1N- und 2N-Probandenkollektivs lag, wurde es nur zu der
Etablierung der RTg-PCR-Analysen und nicht fur Genexpressionsvergleiche mit den

1N- und 2N-Probandengruppen herangezogen. Exemplarisch ist in Abbildung 5 die
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die mittels RTq-PCR gemessene mRNA-Expression von 17 Genen aus dem cDNA-
Microarray-Screening in den 25 Kontrollfibroblasten gezeigt. Um ein relatives Ex-
pressionverhaltnis darzustellen, wurde gegen TBP normalisiert und gegen eine Kon-
trollprobe ctrl1l verrechnet. Alle Gene zeigen innerhalb der Kontrollproben eine ge-
wisse Variabilitat der Expression im Bereich von etwa 0,5-2,0, nur das Gen TIE wur-
de aufgrund sehr grof3er Schwankungen in der Expression von den weiteren Analy-

sen ausgeschlossen.

Real-time gPCR:
mRMA Expression von 17 Genen aus dem Microarray Screening in 25 Kontroll- Fibroblasten
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Abbildung 5: mMRNA-Expression von 17 Genen aus dem cDNA-Microarray-Screening in 25 uninduzier-
ten Kontrollfibroblastenzelllinien gemessen mittels RTq-PCR, normalisiert gegen TBP und gegen eine
Kontrollprobe ctrl1.

3.1.2.3. Probandengruppenvergleich

3.1.2.3.1. mRNA-Expression der Microarray-Gene in den uninduzierten Proban-

denfibroblasten der 2N-Gruppe im Vergleich zur IN-Gruppe

Mittels RTg-PCR wurde nun in den nicht induzierten Fibroblasten der 2N- und der
1N-Probanden die mRNA-Expression von folgenden 17 Kandidatengenen unter-
sucht:
e ATM, CDKNI1A, LIG4, PAK2, UBE2V1l, DNMT3A, EEF1G, OSGEP, POLK,
RAD9A, RAD9B, RFC2, RFC5, SH3KBP1, VIM, TNKS2, FBN1
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Die RTg-PCR-Ergebnisse wurden gegen das Referenzgen TBP normalisiert und die
Expressionsverhaltnisse des Vergleichs 2N- zu 1N-Gruppe wurden als Boxplots (Ab-
bildung 6) dargestellt. Eine erste statistische Auswertung mit Hilfe der REST® Soft-
ware ergab, dass drei Gene, RAD9A (+1,3x; p<0,001), RFC2 (+1,27x; p=0,003) und
VIM (+1,37x; p<0,001), eine deutlich erhdhte Expression in der 2N-Probandengruppe
verglichen mit der 1N-Probandengruppe zeigten. Diese Gene wurden in weiteren
Analysen genauer untersucht. Das Ergebnis fir RAD9A musste verworfen werden,
da die kommerziell erworbenen Primer von QIAGEN, wie sich herausstellte, nicht
exonspannend waren und so eine Kontamination der Proben mit genomischer DNA

nicht ausgeschlossen werden konnte.
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Abbildung 6: mRNA-Expression der Microarray-Gene in den uninduzierten Probandenfibroblasten der
2N-Gruppe vs 1N-Gruppe; gemessen mittels RTq-PCR, normalisiert gegen TBP; Die Expressionsra-
tios 2N/1N sind als Boxplots dargestellt; Ausreifer sind mit ° und extreme Auldreiler mit * markiert. In
einer Praanalyse zeigten drei Gene, RAD9A (1,3x; p<0,001), RFC2 (1,27x; p=0,003) und VIM (1,37x;
p<0,001), eine deutlich erhéhte Expression beim Vergleich der 2N- mit der 1N-Probandengruppe.

In den folgenden Analysen wurde die Expression von RAD9A mit neu entworfenen,
(Primer3 Software: http://frodo.wi.mit.edu/primer3/), verifizierten (Sequenzanalyse,
gPCR Standardkurve) exonspannenden Primern detektiert.

Zur weiteren Validierung der konstitutiven Expressionsunterschiede zwischen der
Probandengruppe 2N und 1N wurden die drei Gene, RAD9A, RFC2 und VIM, sowie
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noch vier weitere Kandidatengene, CDKN1A, KRT17, ERCC2 und FTH1, mittels
RTg-PCR analysiert. Normalisiert wurde fir die Feinanalyse mit zwei endogenen
Kontrollgenen, TBP und RRN18S. Die Ergebnisse des Expressionsvergleichs 2N- zu
1N-Gruppe sind fur die sieben Gene in Abbildung 7 als Boxplots dargestellt. Die sta-
tistische Auswertung (gepaarter Vorzeichentest) ergab, dass sich die drei Gene
RAD9A, CDKN1A und FTH1 konstitutiv differentiell exprimiert in den Probanden-
gruppen darstellten. Im Vergleich der 2N- zur 1N-Probandengruppe zeigten die Gene
CDKN1A (+1,25x; p=0,003) und FTH1 (+1,64x; p=0,041) eine erhohte mRNA-
Expression und RAD9A (-2,40x; p=0,004) eine deutlich niedrigere mMRNA-

Expression.
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Abbildung 7: mRNAEXxpression auffalliger und zusatzlicher Gene in den uninduzierte Probanden-
fibroblasten der 2N-Gruppe vs 1N-Gruppe; gemessen mittels RTg-PCR, normalisiert gegen TBP und
RRN18S; Die Expressionsratios 2N/1N sind als Boxplots dargestellt; Ausreifder sind mit ° und extre-
me Aulf3reilder mit * markiert. Im Vergleich der 2N- zur 1N-Gruppe zeigten die Gene, CDKN1A (+1,25x;
p=0,003) und FTH1 (+1,64x; p=0,041), eine erhdhte mMRNA-Expression und RAD9A (-2,40x; p=0,004)
eine deutlich niedrigere mMRNA-Expression.

FiUr das in der ersten Analyse (Abb. 6) unauffalige CDKN1A-Gen konnte durch die
optimierte Auswertung doch ein Unterschied nachgewiesen werden. Die zuvor detek-
tierten Expressionsunterschiede fur RFC2 und VIM konnten nicht bestatigt werden.
Die Gene KRT17, ERCC2 und FTH1 zeigten eine deutlich h6here Variabilitat der Ex-

pression innerhalb der untersuchten Proben (Boxplots, Abbildung 7). FTH1 wurde
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aufgrund dieser erhohten Variabilitdt der Expression, seiner multiplen Pseudogene
und etlicher alternativer Transkriptsplicevarianten trotz detektiertem Expressionsun-
terschied in den Probandengruppen nicht in die folgenden Analysen eingeschlossen.
Die auffalligsten Ergebnisse dieses Vergleichs der basalen Expression der 2N-
Probanden mit den 1N-Probanden waren die erhéhte Expression von CDKN1A und
die stark reduzierte Expression von RAD9A.

In den nachfolgenden Analysen wurde die mRNA-Expression dieser und weiterer
Gene nach Induktion durch 1 Gy Bestrahlung der Zellen fur die zwei Probanden-

gruppen untersucht.

3.1.2.3.2. mRNA-Expression auffalliger Gene in den Probandenfibroblasten der

2N-Gruppe im Vergleich zur IN-Gruppe nach Induktion durch 1 Gy Bestrahlung

Fur eine kleinere Auswahl an Genen wurde die mMRNA-Expression nach 1 Gy radio-
aktiver Bestrahlung in beiden Probandengruppen bestimmt. Hierzu wurde die Ex-
pression der Gene CDKN1A, RAD9A, RFC2, KRT17 und VIM in den Zellen der 2N-
und 1N-Probanden 1 h, 4 h und 24 h nach 1 Gy Induktion mittels RTqg-PCR detek-
tiert. Normalisiert wurde wieder gegen die zwei endogenen Kontroligene TBP und
RRN18S. Zur Auswertung wurden anschlieliend die Werte der behandelten Proben
mit denen der unbehandelten Proben verrechnet. So wurde die relative Expressions-
anderung nach Bestrahlung ermittelt. Der statistische Vergleich (gepaarter Vorzei-
chentest) der Probandengruppen 2N und 1N ergab, dass sie sich nur in der mRNA-
Expression des Genes RAD9A differentiell unterschieden. Das Reparaturindikator-
gen CDKNZ1A [36] zeigte keinen Unterschied zwischen den Gruppen, aber bei beiden
Gruppen die erwartete erhdhte mRNA-Expression (ca. +2x nach 4 h) nach der Be-
strahlung. Fir das Gen RFC2 konnte 24 h nach Bestrahlung fur beide Gruppen eine
reduzierte MRNA-Expression (ca. -2x) gemessen werden. Fur die Gene VIM und
KRT17 wurde keine Expressionsanderung nach Induktion detektiert.

Die RAD9A Expressionsanderung nach 1 Gy Induktion ist flr die jeweilige Proban-
dengruppe 2N und 1N in Abbildung 8 in Form von Boxplots dargestellt. Die 2N-
Gruppe zeigte hierbei eine deutlich verminderte RAD9A mRNA-Expression 1 h (-
1,17x; p=0,041) und 4 h (-1,10x; p=0,041) nach der Bestrahlung.

Die Expression der anderen Gene ist nicht dargestelit.
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Abbildung 8: Relative Expressionsanderung des Gens RAD9A 1 h, 4 h, 24 h nach Induktion durch 1
Gy Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression fiir die 1N- und 2N-Gruppe, gemessen mit-
tels RTg-PCR, normalisiert gegen TBP und RRN18S; Die Expressionsratios behandelt/unbehandelt
der jeweiligen Gruppe sind als Boxplots dargestellt; Ausrei’er sind mit ° und extreme Aulreil3er mit *
markiert. Es liegt ein deutlicher Unterschied (p<0,05) bei den Zeiten 1 h (-1,17x; p=0,041) und 4 h (-
1,10x; p=0,041) nach Induktion zwischen den Gruppen vor.

3.1.2.4. Zwillingsvergleich

3.1.2.4.1. mRNA-Expression der Kandidatengene in den uninduzierten Fib-
roblasten des 2N-Probanden KKR A24 im Vergleich zu seinem monozygoten
gesunden Zwilling KKR D24

In einer separaten Analyse wurde mittels RTg-PCR in den Fibroblasten des 2N-
Probanden (KKR A24) und seines monozygoten gesunden Zwillings (KKR D24) die
konstitutive mMRNA-Expression von folgenden zehn Kandidatengenen des Microar-
ray-Screenings untersucht:

e AKR1A1l, ATN1, ATRX, DGKZ, ELK1, ERCC5, KRT17, MAPK1, PMS2L2,

SIRT2

Die RTq-PCR-Ergebnisse wurden mittels des Referenzgens TBP normalisiert. Die
Expressionsverhaltnisse wurden fur den Vergleich KKR A24 gegen KKR D24 mit
Hilfe der REST® Software berechnet und sind in Abbildung 9 dargestellt. Alle Aus-
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wertungen flir das Zwillingspaar waren rein deskriptiv, da bei nur zwei Proben ein
statistischer Vergleich nicht moglich war. Die Gene AKR1A1, ATN1, MAPK1 und
SIRT2 zeigten eine erhohte mRNA-Expression und das Gen KRT17 eine verminderte

Expression bei dem 2N-Zwilling im Vergleich zum gesunden Zwilling.

Relative Expression

Expression Ratio
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Abbildung 9: mMRNA-Expression der Microarray-Gene in den uninduzierten Fibroblasten des 2N-
Probanden (KKR A24) vs seinen monozygoten gesunden Zwilling (KKR D24); gemessen mittels RTg-
PCR normalisiert gegen TBP; Die Expressionsratios KKR A24 (2N)/KKR D24 (gesund) sind als Box-
plots dargestellt. Die Gene AKR1A1, ATN1, MAPK1 und SIRT2 zeigten eine erhohte mRNA-
Expression und das Gen KRT17 eine verminderte Expression bei dem 2N-Zwilling im Vergleich zum
gesunden Zwilling.

Vier dieser auch hier auffalligen Gene bestatigten die im Microarray detektierte Regu-
lation, nur das Gen AKR1ALl zeigte in der RTq-PCR eine Regulation in die andere
Richtung (siehe Tabelle 12). Da die RTg-PCR die genauere MeRmethode darstellt,
wurde das Gen AKR1A1 als hochreguliert betrachtet. Diese und zusatzliche Gene

wurden in weiteren Analysen genauer untersucht.

Tabelle 12: cDNA-Microarray vs qPCR-Expressionratios KKR A24 (2N)/KKR D24 (gesund) der auffalli-
gen Gene in der RTg-PCR-Analyse. Nur das Gen AKR1A1 zeigte in der RTg-PCR die Regulation in die
andere Richtung.

Ratio KKR A24 (2N) /KKR D24 (gesund)
Gene cDNA-Microarray RTg-PCR
AKR1A1 0.77 1.39
ATN1 142 1.13
KRT17 0.73 0.67
MAPK1 1.33 1.16
SIRT2 1.35 1.24

In einer weiteren Feinanalyse der mRNA-Expressionsunterschiede zwischen den
Zwillingen wurde die Gene AKR1A1, ATN1, MAPK1, SIRT2 und KRT17 eingeschlos-
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sen und zusatzlich noch die Gene RSPO3, BRCA1 und CDKN1A mituntersucht. Das
Gen RSPO3 wurde eingeschlossen, da in der genomischen SNP-Array-Analyse eine
mogliche Deletion beim 2N-Zwilling angezeigt wurde. In der epigenetischen Analyse
hatte sich ein 10% erhohter Methylierungsgrad fur BRCAL1 beim 2N Zwilling darge-
stellt, weshalb die BRCA1 mRNA-Expression fur die Zwillinge untersucht wurde. Die
MRNA-Expression des Gens CDKN1A wurde als Indikator fir die Induktionsexperi-
mente mitgemessen, da nach DNA-Schadigung eine Hochregulation von CDKN1A
zu erwarten ist [36]. Normalisiert wurde fur die Feinanalyse mit zwei endogenen Kon-
troligenen, TBP und RRN18S. Die Ergebnisse des Expressionsvergleichs 2N-Zwilling
(KKR A24) gegen gesunden Zwilling (KKR D24) sind fur die acht Gene in Abbildung
10 dargestellt. Die Gene KRT17 (-5,55x) und RSPO3 (-2,79x) waren in den
Fibroblasten des 2N-Zwillings im Vergleich zum gesunden Zwilling stark vermindert
und SIRT2 (+1,61x) deutlich erhdht exprimiert. Die Gene MAPK1 (+1,27x) und
BRCAL (+1,18x) zeigten dagegen nur eine leicht erhdhte mRNA-Expression im 2N-
Zwilling. Die leichte Hochregulation von ATN1 aus den vorhergehenden Analysen
konnte hier nicht mehr detektiert werden. Die Gene ATN1 und AKR1A1 wurden ge-

nauso wie CDKN1A aufgrund der Messungenauigkeit als unreguliert gewertet.
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Abbildung 10: mRNA-Expression auffalliger und zusatzlicher Gene in den uninduzierten Fibroblasten
des 2N-Probanden (KKR A24) vs seinen monozygoten gesunden Zwilling (KKR D24); gemessen mit-
tels RTg-PCR, normalisiert gegen TBP und RRN18S; Die Expressionsratios KKR A24 (2N)/KKR D24
(gesund) sind im Balkendiagramm mit Standardabweichung dargestellt. Die Gene KRT17, RSPO3
und SIRT2 zeigten die starksten Expressionsunterschiede.
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In dieser Feinanalyse konnten die Expressionstendenzen der ersten RTq-PCR-
Validierung fur die Gene AKR1A1, MAPK1, KRT17 und SIRT2 bestatigt werden. Die
groRten Unterschiede zwischen 2N-Zwilling und gesundem Zwilling wurden in der
MRNA-Expression der Gene KRT17, RSPO3 und SIRT2 gefunden.

3.1.2.4.2. mRNA-Expression ausgewahlter Gene in den Fibroblasten des 2N-
Probanden KKR A24 im Vergleich zu seinem monozygoten gesunden Zwilling
KKR D24 nach Induktion durch 1 Gy Bestrahlung

Fir die ausgewahlten Gene, AKR1Al, ATN1, MAPK1, SIRT2, KRT17, RSPOS3,
BRCAL und CDKN1A, wurde die mRNA-Expression nach 1 Gy radioaktiver Bestrah-
lung in den Fibroblasten des 2N-Probanden und seines monozygoten gesunden
Zwillings bestimmt. Hierzu wurde die Expression 1 h, 4 h, 12 h und 24 h nach 1 Gy
Induktion mittels RTq-PCR detektiert. Normalisiert wurde wieder gegen die zwei en-
dogenen Kontrollgene, TBP und RRN18S. Zur Auswertung wurden anschliel3end die
Werte der behandelten Proben mit denen der unbehandelten Proben verrechnet und
so die relative Expressionsanderung nach Bestrahlung ermittelt. In die Auswertung
flossen die Daten aus zwei Versuchen ein. Die Gene ATN1, BRCA1, KRT17 und
SIRT2 zeigten nach der Induktion Unterschiede fur das Zwillingspaar. Die Expressi-
onsverlaufe dieser Gene sind in Abbildung 11-14 als Balkendiagramm mit Standard-
abweichungen dargestellt. Das Reparaturindikatorgen CDKN1A zeigte keinen Unter-
schied zwischen den Zwillingen, aber bei beiden die erwartete erhdhte Expression
nach der Bestrahlung (Graphik nicht dargestellt). Fir die Gene AKR1A1, MAPK1 und
RSPO3 wurden nach der 1 Gy Bestrahlung keine auffalligen Expressionsunterschie-
de zwischen den Zwillingen festgestellt (Graphiken nicht dargestellt). Das Gen
AKR1A1l zeigte 24 h nach Bestrahlung aber eine erhdhte mRNA-Expression (ca.
2,5x) fur beide Zwillinge. Auch fir das Gen RSPO3 konnte 24 h nach Bestrahlung
eine erhohte mMRNA-Expression, allerdings mit einer hohen Messungenauigkeit be-
haftet, festgestellt werden. Fir das Gen MAPK1 wurde keine Expressionsanderung

nach Induktion detektiert.
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Abbildung 11: Relative Expressionsdnderung des Gens ATN1 1 h, 4 h, 12 h und 24 h nach Induktion
durch 1 Gy Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression fiir den 2N-Probanden (KKR A24)
und seinen monozygoten gesunden Zwilling (KKR D24); gemessen mittels RTg-PCR, normalisiert
gegen TBP und RRN18S; Die Expressionsratios behandelt/unbehandelt der jeweiligen Probe sind als
Balkendiagramm mit Standardabweichung (2 Versuche) dargestellit.

Fur das Gen ATN1 (Abbildung 11) konnte im Zeitverlauf nach der 1 Gy Bestrahlung
eine Hochregulation der mRNA-Expression detektiert werden, wobei der 2N-Zwilling
hier schon nach 12 h eine etwa doppelt so hohe Expression im Vergleich zum ge-
sunden Zwilling zeigte. Nach 24 h wurde dann auch beim gesunden Zwilling ein etwa

zweifach erhdhtes ATN1 -Expressionsniveau gemessen.
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Abbildung 12: Relative Expressionsanderung des Gens BRCAL 1 h, 4 h, 12 h und 24 h nach Induktion
durch 1 Gy Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression fiir den 2N-Probanden (KKR A24)
und seinen monozygoten gesunden Zwilling (KKR D24); gemessen mittels RTg-PCR, normalisiert
gegen TBP und RRN18S; Die Expressionratios behandelt/unbehandelt der jeweiligen Probe sind als
Balkendiagramm mit Standardabweichung (2 Versuche) dargestellt.
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Bei BRCA1 (Abbildung 12) konnten im Zeitverlauf nach der 1 Gy Bestrahlung
Schwankungen in der mRNA-Expression (1,8x-0,5x) fur den 2N-Zwilling detektiert
werden, wohingegen der gesunde Zwilling eine stabile, unveranderte Expression
nach der Induktion aufwies. Nach 1 h und 4 h zeigten die Zellen des 2N-Zwillings ein
erhohtes BRCAl-Expressionsniveau und nach 12 h und 24 h konnte eine verminder-

te Expression detektiert werden.
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Abbildung 13: Relative Expressionsénderung des Gens KRT17 1 h, 4 h, 12 h und 24 h nach Induktion
durch 1 Gy Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression fiir den 2N-Probanden (KKR A24)
und seinen monozygoten gesunden Zwilling (KKR D24); gemessen mittels RTg-PCR, normalisiert
gegen TBP und RRN18S; Die Expressionsratios behandelt/unbehandelt der jeweiligen Probe sind als
Balkendiagramm mit Standardabweichung (2 Versuche) dargestellt.

Fir das Gen KRT17 (Abbildung 13) wurde 1 h nach Bestrahlung bei beiden Zwillin-
gen eine etwa zwei bis dreifache Hochregulation der mRNA-Expression gemessen.
Nach 4 h stieg die KRT17-Expression beim 2N-Zwilling noch weiter an, wohingegen
sie beim gesunden Zwilling schon wieder absank. Als nach 12 h die KRT17-mRNA-
Expression beim gesunden Zwilling schon fast wieder auf Ausgangsniveau reduziert
war, zeigte auch der 2N-Zwilling eine Reduktion der KRT17-mRNA-Expression. Die
Zellen von beiden Zwillingen waren dann 24 h nach der Bestrahlung auf dem etwa
zweifachen Expressionslevel von KRT17 im Vergleich zum unbehandelten Status

verblieben.
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Abbildung 14: Relative Expressionsénderung des Gens SIRT2 1 h, 4 h, 12 h und 24 h nach Induktion
durch 1 Gy Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression fir den 2N-Probanden (KKR A24)
und seinen monozygoten gesunden Zwilling (KKR D24); gemessen mittels RTg-PCR, normalisiert
gegen TBP und RRN18S; Die Expressionsratios behandelt/unbehandelt der jeweiligen Probe sind als
Balkendiagramm mit Standardabweichung (2 Versuche) dargestellt.

Bei SIRT2 (Abbildung 14) konnte 1 h nach der Induktion eine starke Verminderung
der mRNA-Expression bei beiden Zwillingen detektiert werden, wobei beim 2N-
Zwilling die Expression noch starker reduziert vorlag. 4 h und 12 h nach der Behand-
lung wurde beim gesunden Zwilling eine Hochregulation der SIRT2-Expression ge-
messen, der 2N-Zwilling zeigte hier nur eine leichte Erhdhung der Regulation Uber
dem Ausgangsniveau. Nach 24 h war die Expression bei beiden Zwillingen wieder

auf dem Level der unbehandelten Zellen.

Da fur den Zwillingsvergleich keine statistische Auswertung durchgefuhrt werden
konnte, sind die Expressionsunterschiede der Gene ATN1, BRCA1l, KRT17 und
SIRT2 zwar auffallig, aber nur rein deskriptiv.

3.1.3. Western Blot zur Validierung des RAD9A-Antikdrpers

Um den groten detektierten Unterschied der RAD9A-mRNA-Expression zwischen
der 2N- und der 1N-Probandengruppe (siehe Ergebnisse 3.1.2.3. & 3.1.2.4.) auf Pro-
teinebene zu analysieren, wurde ein RAD9A-Antikorper verwendet, der mittels Wes-
tern Blot exemplarisch fur ein Probandenpaar getestet wurde (Abbildung 15). Hierbei
zeigten die mit SDS-PAGE aufgetrennten nuklearen Proteinfraktionen der zwei Pro-
banden im Western Blot mit dem RADO9A-Antikdrper Proteinbanden mit der ge-
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wulnschten GrofRe (ca. 45 kDa). Eine exemplarische Auswertung dieses einen Pro-
bandenpaars ergab fur das Verhaltnis 2N- zu 1N-Proband einen Wert von 0,65, was

eine sichtlich reduzierte (-1,54x) RAD9A-Proteinexpression darstellt.
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Abbildung 15: Western Blot zur RAD9A-Antikérpervalidierung:

Das Gel (links) zeigt die Coomassie Blau-Farbung des nukledren und zytoplasmatischen Proteinex-
trakts (jeweils 30 pg) aus den unbehandelten Fibroblasten eines gematchten Probandenpaars (2N-
Proband = KKR A7, 1N-Proband = KKR B7). Das korrespondierende Gel (rechts) zeigt im Western
Blot mit RAD9A-Antikorper (2 ug/ml) ein nukleares Protein in der erwilinschten GréRe von ca. 45 kDa.
Die Auswertung des exemplarischen Probandenpaars ergab fiir den 2N/1N-Vergleich einen reduzier-
ten RAD9A -Proteinlevel von 0,65 (-1,54x).

Da nur geringe Proteinmengen aus den Fibroblasten der 2N- und 1N-Probanden zur
Verfligung standen, wurde flr die Gesamtanalyse aller Proben nicht Western Blots,
sondern Antikorper-Microarrays verwendet. Antikorper-Microarrays erlauben die pa-
rallele Messung der Expression verschiedener Proteine (bis zu 30) in vielen Proben.
Aulerdem zeichnen sie sich durch eine hohe Sensitivitat aus, da schon geringe Pro-
teinmengen (1-2 ug) flr die Messung ausreichen. Zudem erhdéhen die mehrfach ge-
spotteten Antikorper flr jedes Protein die Messgenauigkeit und ermoéglichen eine sta-
tistische Auswertung. Die Antikorper-Microarrayexperimente wurden mit Unterstut-

zung der Augenklinik (Universitatsmedizin Mainz) durchgefuhrt.
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3.1.4. Antikdrper-Microarrays

Mittels  Antikorper-Microarrays  wurde  schwerpunktmafRig  die RAD9A-
Proteinexpression in den nicht induzierten als auch in den 1 Gy induzierten
Fibroblasten der 2N- und 1N-Probandengruppe untersucht. In den Antikdrper-
Microarrays wurde zusatzlich noch die Proteinexpression 19 weiterer DNA-

Reparaturgene analysiert, fur die Antikdrper zur Verfugung standen.

3.1.4.1. Probandengruppenvergleich

3.1.4.1.1. Proteinexpression in den uninduzierten Probandenfibroblasten der

2N-Gruppe im Vergleich zur IN-Gruppe

Zuerst wurde anhand der Antikoérper-Microarrays die konstitutive Proteinexpression
von RAD9A und weiteren DNA-Reparaturproteinen in der nukledren Proteinfraktion
der Fibroblasten der 2N- und 1N-Probanden analysiert. Zur Veranschaulichung sind
in Abbildung 16 die Subarrays mit der fluoreszenzdetektierten nukledren Proteinex-
pression der nicht induzierte Fibroblasten eines Probandenpaars, KKR A7 (2N) und
KKR B7 (1N), dargestellt.

2N Patient 1N Patient
KKR A7 unbehandelt KKR B7 unbehandelt
RAD9A_V1_ RAD9A_V2 RAD9A_V3 RAD9A_V1 RAD9A_V2 RAD9A_V3
ACTB : ACTB
® e O * % 9
o o 8 ¥ & 9
) O D | @ 0 O
RN T
PBS, neg. PBS, neg.

Abbildung 16: Antikbrper-Subarrays mit der fluoreszenzdetektierten nuklearen Proteinexpression der
nicht induzierten Fibroblasten eines Probandenpaars, exemplarisch KKR A7 (2N) und KKR B7 (1N)
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In der Auswertung wurden die 2N-Probanden mit den gematchten 1N-Probanden
statistisch verglichen (gepaarter Wilcoxon- bzw. Vorzeichentest); sechs Antikorper
zeigten hierbei deutliche Unterschiede. Die resultierenden Z Ratios des Proteinver-
gleichs sind fur die sechs auffalligen Proteine in Abbildung 17 dargestellt. Fur RAD9A
und funf weitere Proteine, GTBP/MSH6, GADD153/DDIT3, BRCA1, p53 und RAD51,
konnte so eine differentielle Proteinexpression in den nicht induzierten Zellen der 2N-
Probanden verglichen mit den 1N-Probanden detektiert werden.

Die 2N-Probandengruppe zeigte hierbei einen niedrigeren Proteinexpressionslevel
von RAD9A (-1,38x; p=0,04), GTBP/MSH6 (-1,16x; p=0,021), GADD153/DDIT3 (-
1,27x; p=0,011), BRCA1 (-1,36x; p=0,017), p53 (-1,18x; p=0,003) und RAD51 (-
1,37x; p=0,009) verglichen mit der 1N-Probandengruppe.

2.0
o
o
o o)
=]
S
w o=
= 15
<
g ]
o _
o
oy
= [ T
@ 10
& H
N
&
i)
=
©
14
N 0.5
ph 1
0 T o
[
(7]
o
S
S
X
W 0.0
()
2
s
il
()
S
-0.54] =5

T T T T T T
RAD9IA GTBP GADD153 BRCA1 p53 RAD51
Proteine

Abbildung 17: konstitutive nukledre Proteinexpressionsanalyse mittels Antikérper-Microarrays; norma-
lisiert mit log10-Transformation und Z Score Berechnung; Expressionsvergleich 2N/1N mittels Z Ratio
Berechnung; RAD9A (-1,38x; p=0,04), GTBP (-1,16x; p=0,021), GADD153 (-1,27x; p=0,011), BRCA1
(-1,36x; p=0,017), p53 (-1,18x; p=0,003), RAD51 (-1,37x; p=0,009), zeigten eine deutlich niedrigere
Proteinexpression (p<0,05) in den 2N-Probanden verglichen mit den 1N-Probanden. ° markiert Aus-
reiBerwerte.
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3.1.4.1.2. Proteinexpression in den Probandenfibroblasten der 2N-Gruppe im

Vergleich zur IN-Gruppe nach Induktion durch 1 Gy Bestrahlung

Nach der Analyse der basalen Proteinexpression wurde mit Hilfe der Antikdrper-
Microarrays auch die nukleare Proteinexpression in den Fibroblasten der 2N- und
1N-Probanden nach Induktion mittels 1 Gy Bestrahlung untersucht. Aufgrund der
detektierten differentiellen mMRNA-Expression von RAD9A, wurden hierbei vorder-
grundig die Proben 1 h und 4 h nach Bestrahlung analysiert. Zur Auswertung wurden
anschlie3end die Werte der behandelten Proben mit den jeweiligen der unbehandel-
ten Proben verrechnet, und so die relative Expressionsanderung nach Bestrahlung
ermittelt. Der statistische Vergleich (gepaarter Wilcoxon- bzw. Vorzeichentest) der
Probandengruppen 2N und 1N ergab, dass drei Proteine, RAD9A, GTBP/MSH6 und
GADD153/DDIT3, Unterschiede in der Proteinexpression nach der 1 Gy Induktion
zeigten (Abbildung 18-20).

e RADOSA

Tumorgruppe

T [ 1N Probanden
[ 2N Probanden
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Abbildung 18: relative Anderung der nukleéren Proteinexpression von RAD9A 1 h und 4 h nach 1 Gy
Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression fir die 1N- und 2N-Gruppe, gemessen mittels
Antikdrper-Microarrays; normalisiert mit log10-Transformation und Z Score Berechnung; Expressions-
vergleich behandelt/unbehandelt mittels Z Ratio Berechnung; Es liegt ein deutlicher (p<0,05) Unter-
schied 4 h (-1,44x; p=0,012) nach Induktion zwischen den Gruppen vor.
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Die Proteinexpression von RAD9A stieg im Zeitfenster bis 1 h nach der 1 Gy Be-
strahlung der Zellen bei beiden Probandengruppen an. Fur den Zeitpunkt 1 h nach
Induktion (Abbildung 18) konnte bei beiden Gruppen verglichen mit den unbehandel-
ten Zellen eine etwa zweifache RAD9A-Proteinmenge gemessen werden, wobei die
2N-Probanden hier eine geringere Expressionsanderung anzeigten. Fur den Zeit-
punkt 4 h nach der Bestrahlung konnte dann ein deutlicher Unterschied in der
RAD9A-Proteinexpression zwischen den Probandengruppen detektiert werden. Bei
den 2N-Probanden lag hier eine geringere RAD9A-Expressionsanderung im Ver-
gleich mit den 1N-Probanden vor (-1,44x; p=0,012). In der Proteinexpressionsanaly-
se wurde zusammenfassend bei den 2N-Probanden eine deutlich niedrigere basale
RAD9A-Proteinmenge detektiert und 4 h nach Bestrahlung eine deutlich geringere

RAD9A-Proteinexpressionsveranderung.
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Abbildung 19: relative Anderung der nukleéren Proteinexpression von GTBP/MSH6 1 h und 4 h nach
1 Gy Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression fur die 1N und 2N-Gruppe, gemessen
mittels Antikorper- Microarrays; normalisiert mit log10-Transformation und Z Score Berechnung; Ex-
pressionsvergleich behandelt/unbehandelt mittels Z Ratio Berechnung; Es liegt ein deutlicher (p<0,05)
Unterschied 1 h (-1,21x; p=0,004) nach Induktion zwischen den Gruppen vor. ® markiert Ausreif3er und
* extreme AusreiRer.
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In Abbildung 19 ist die relative Anderung der nukledre Proteinexpression von
GTBP/MSHG6 1 h und 4 h nach der 1 Gy Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven
Expression fur die 1N- und 2N-Gruppe dargestellt. Die 2N-Probanden zeigten hierbei
fur den Zeitpunkt 1 h nach der Induktion eine deutlich verringerte Proteinexpression
von GTBP/MSH6 (-1,21x; p=0,004) im Vergleich zu den 1N-Probanden. Die zuvor in
den unbehandelten 2N-Probandenzellen detektierte niedrigere GTBP/MSHG6-
Proteinexpression wurde durch die 1 Gy Bestrahlung verstarkt, aber nach 4 h konnte
keine Expressionsveranderung und keine Unterschiede zwischen den beiden Pro-

bandengruppen mehr beobachtet werden.
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Abbildung 20: relative Anderung der nukleéren Proteinexpression von GADD153/DDIT3 1 hund 4 h
nach 1 Gy Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression fur die 1N- und 2N-Gruppe, gemes-
sen mittels Antikdrper-Microarrays; normalisiert mit log10-Transformation und Z Score Berechnung;
Expressionsvergleich behandelt/unbehandelt mittels Z Ratio Berechnung; Es liegt ein deutlicher
(p<0,05) Unterschied 1 h (-1,13x; p=0,019) nach Induktion zwischen den Gruppen vor. ° markiert Aus-
reillerwerte.

Die nukleare Proteinmenge an GADD153/DDIT3 zeigte nach der 1 Gy Bestrahlung
(Abbildung 20) einen Anstieg in den Zellen der beiden Probandengruppen 1N und
2N. FUr den Zeitpunkt 1 h nach der Induktion konnte ein leichter, aber deutlicher Un-
terschied im zunehmenden GADD153/DDIT3 Proteinlevel zwischen der 2N- und der

1N-Gruppe detektiert werden, wobei die 2N-Probanden einen geringerer
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GADD153/DDIT3-Proteinlevel (-1,13x; p=0,019) im Vergleich zu den 1N-Probanden
aufwiesen. Spater, 4 h nach der 1 Gy Bestrahlung, wurde bei beiden Gruppen ein

ahnlich erhohter (ca. zweifacher) GADD153/DDIT3-Proteinlevel gemessen.

3.1.4.2. Zwillingsvergleich

3.1.4.2.1. Proteinexpression in den uninduzierten Fibroblasten des 2N-
Probanden KKR A24 im Vergleich zu seinem monozygoten gesunden Zwilling
KKR D24

In einer separaten Auswertung wurde mit Hilfe der AntikOrper-Microarrays die konsti-
tutive Proteinexpression einiger DNA-Reparaturproteine in den Fibroblasten des 2N-
Probanden (KKR A24) und seines monozygoten gesunden Zwillings (KKR D24) ana-
lysiert. Der Vergleich der nukledren Proteinexpression von KKR A24 und KKR D24
zeigte drei unterschiedlich exprimierte Gene, deren KKR A24 zu KKR D24 Expressi-
onsverhaltnisse in Abbildung 21 dargestellt sind. Fir die Gene BRCA1 und ERCC1
fand sich hierbei eine etwas niedrigere Proteinexpression und fur ATM eine leicht
erhdhte Proteinexpression im 2N-Zwilling KKR A24 im Vergleich zu seinem monozy-

goten gesunden Zwillings KKR D24.
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Abbildung 21: relative konstitutive nukleare Proteinexpression in den Fibroblasten des 2N-Probanden
(KKR A24) vs seinen monozygoten gesunden Zwilling (KKR D24); gemessen mittels Antikorper-
Microarrays, normalisiert mit log10 Transformation und Z Score Berechnung; Expressionsvergleich
KKR A24/KKR D24 mittels Z Ratio Berechnung; Die Proteine, BRCA1, ERCC1 und ATM, zeigten Un-
terschiede in der Proteinexpression im Vergleich KKR A24 (2N) Proband zu KKR D24 (gesund) Zwil-
ling.
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3.1.4.2.2. Proteinexpression nach Induktion durch 1 Gy Bestrahlung in den Fib-
roblasten des 2N-Probanden KKR A24 im Vergleich zu seinem monozygoten
gesunden Zwilling KKR D24

Auch fir die Zwillinge wurde die nukleare Proteinexpression nach Induktion durch 1
Gy Bestrahlung in deren Fibroblasten mittels Antikdrper-Microarrays untersucht. Es
wurden die Proben 1 h und 4 h nach Bestrahlung analysiert. Bei der Auswertung
wurden die Werte der behandelten Proben mit den jeweiligen der unbehandelten
Proben verrechnet, und so die relative Expressionsanderung nach Bestrahlung ermit-
telt. Unterschiede im Proteinlevel zwischen den Zwillingen zeigten hier interessan-
terweise wieder die drei Proteine BRCA1, ERCC1 und ATM, die schon beim Ver-
gleich der konstitutiven Proteinexpression auffallig waren und deren Expressionsan-
derungen nach Bestrahlung in den folgenden Diagrammen (Abbildung 22-24) darge-
stellt sind. Gezeigt ist hier die relative Anderung der nukleére Proteinexpression 1 h
und 4 h nach 1 Gy Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression in den

Fibroblasten des jeweiligen Probanden.
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Abbildung 22: relative Anderung der nukleéren Proteinexpression von BRCA1 1 h und 4 h nach 1 Gy
Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression in den Fibroblasten des 2N-Probanden (KKR
A24) und seines monozygoten gesunden Zwillings (KKR D24), gemessen mittels Antikorper-
Microarrays; normalisiert mit log10-Transformation und Z Score Berechnung; dargestellt ist der Ex-
pressionsvergleich behandelt/unbehandelt. 1 h nach der Bestrahlung zeigten die Zwillinge einen Un-
terschied in der Expressionsanderung.
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Die in Abbildung 22 dargestellte Anderung der BRCA1-Proteinexpression ergab ei-
nen Unterschied zwischen den Zwillingen fir den Zeitpunkt 1 h nach der 1 Gy Be-
strahlung. Hier wurde bei dem 2N-Zwilling KKR A24 eine (etwa 2,7-fach) erhdhte
Proteinexpression detektiert, wogegen der gesunde Zwilling KKR D24 eine deutlich
geringere (etwa 1,8-fache) Erh6hung des Proteinlevels zeigte. Nach 4 h konnte fur
beide Zwillinge dann wieder eine BRCA1-Proteinmenge ahnlich dem konstitutiven
Status gemessen werden. Die 1 h nach Bestrahlung detektierte, starker hoch regu-
lierte BRCA1-Proteinexpression des 2N-Zwillings unterstitzt das Ergebnis des er-
héhten BRCA1-mRNA-Expressionsniveaus in den Zellen des 2N-Zwillings 1 h nach
Bestrahlung (Abbildung 12). Die erhdhte mRNA-Expression von BRCA1 4 h nach
Bestrahlung beim 2N-Zwilling konnte nicht mit der BRCA1-Proteinexpression nach 4

h korreliert werden.
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Abbildung 23: relative Anderung der nukleéren Proteinexpression von ERCC1 1 h und 4 h nach 1 Gy
Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression in den Fibroblasten des 2N-Probanden (KKR
A24) und seines monozygoten gesunden Zwillings (KKR D24), gemessen mittels Antikorper-
Microarrays; normalisiert mit log10-Transformation und Z Score Berechnung; dargestellt ist der Ex-
pressionsvergleich behandelt/'unbehandelt. 1 h nach der Bestrahlung zeigten die Zwillinge einen Un-
terschied in der Expressionsanderung.

Die Regulation der nuklearen Proteinexpression von ERCC1 (Abbildung 23) zeigte 1
h nach der 1 Gy Bestrahlung einen Unterschied zwischen dem 2N-Probanden KKR
A24 und seinem gesunden Zwilling KKR D24. Zwar wurde die ERCC1-Expression 1
h nach Bestrahlung in den Zellen beider Zwillinge stark herunterreguliert, aber bei
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dem 2N-Zwilling konnte ein etwa noch um die Halfte niedrigeres ERCC1-
Proteinexpressionsniveau detektiert werden. 4 h nach Bestrahlung wurde dann fur
beide Zwillinge eine etwa zweifach erhdhte Proteinexpression im Vergleich zum je-

weiligen Ausgangsniveau gemessen.
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Abbildung 24: relative Anderung der nuklearen Proteinexpression von ATM 1 h und 4 h nach 1 Gy
Bestrahlung im Vergleich zur konstitutiven Expression in den Fibroblasten des 2N-Probanden (KKR
A24) und seines monozygoten gesunden Zwillings (KKR D24), gemessen mittels Antikorper-
Microarrays; normalisiert mit log10-Transformation und Z Score Berechnung; dargestellt ist der Ex-
pressionsvergleich behandelt/unbehandelt. 1 h nach der Bestrahlung zeigten die Zwillinge einen Un-
terschied in der Expressionsanderung.

Fir die nukleare Proteinexpression von ATM (Abbildung 24) wurde zum Zeitpunkt 1 h
nach der 1 Gy Bestrahlung ein grof3er Unterschied zwischen den Zwillingen festge-
stellt. Hier zeigten die Zwillinge entgegengesetzte Regulationsrichtungen nach Be-
strahlung. Fur den 2N-Zwilling KKR A24 wurde bei 1 h eine leichte Erhohung der
ATM-Proteinexpression detektiert, wohingegen beim gesunden Zwilling KKR D24
eine starke Reduktion des ATM-Proteinlevels gemessen wurde. Wegen der grof3en
Schwankung in der ATM-Proteinmessung fir den 4 h Zeitpunkt beim 2N-Zwilling
konnte hier keine Aussage Uber die vergleichende Proteinexpression bei den Zwillin-

gen gemacht werden.
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3.2. Methylierungsanalysen

3.2.1. Methylierungsanalysen der uninduzierten Fibroblasten aller 1N- und 2N-
Probanden einschlie3lich des monozygoten Zwillingspaars KKR A24 (2N) und
KKR D24 (gesund)

Aufgrund der Annahme, dass Methylierungsstorungen von Genen zur Krebspra-
disposition beitragen, wurde die Promotormethylierung einiger, in der Literatur als
krebsrelevant bekannter, sowie in unserer Studie auffalliger Gene mittels Bisulfit-
Pyrosequenzierung untersucht. Fur die Analyse wurden mehrere CpG-Dinukleotide
in den regulatorischen Bereichen der Gene FBN1, GABRB3, BRCAL, p53, p16, APC,
RADYA und EFNAS in den unbehandelten Fibroblasten aller 1N- und 2N-Probanden
der Studie und des aulenstehenden Kontrollkollektivs in Zusammenarbeit mit dem
Medizindoktoranden Marco Ludwig untersucht.

Die statistischen Vergleiche der Methylierungswerte der drei Gruppen ergaben, dass
nur fur das Gen p16 (zwei CpG sites) ein deutlicher Unterschied in der Methylierung
zwischen der 2N- und der 1N-Probandengruppe detektiert werden konnte. Hier zeig-
te (Abbildung 25) die 2N-Gruppe eine geringflgig niedrigere Methylierung im Ver-
gleich zur 1N-Gruppe (ca. -0,5%, p=0,004). Bei beiden Gruppen wurde eine fast voll-
standige Hypomethylierung von p16 detektiert; die 2N-Gruppe zeigte etwa 2% und
die 1N-Gruppe etwa 2,5% Methylierung im Mittel (Median).

Die Gene FBN1, GABRB3, BRCA1, p53, APC, RAD9A und EFNAS5 zeigten im statis-
tischen Gruppenvergleich keinen Unterschied im Methylierungsgrad des untersuch-

ten regulatorischen Bereichs.
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Abbildung 25: Prozentuale Methylierung des Gens p16 (2 CpG sites) bei den 2N-Probanden, 1N-
Probanden und dem Kontrollkollektiv. Fiir das Gen p16 fand sich ein deutlicher Unterschied in der
Methylierung zwischen der 2N- und der 1N-Probandengruppe. Die 2N-Gruppe zeigte eine geringfligig
niedrigere Methylierung im Vergleich zur 1N-Gruppe (ca. -0,5%, p=0,004).
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Abbildung 26: Prozentuale Methylierung des Gens BRCAL1 (2 CpG sites) bei den 2N-Probanden, 1N-
Probanden und dem Kontrollkollektiv. Im Vergleich mit allen anderen Proben zeigte der 2N-Zwilling
KKR A24 eine auffallig erhdhte Methylierung von ca. 10%.
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Bei der Methylierungsanalyse von BRCA1 (zwei CpG sites) fand sich unter den sonst
nahezu vollstandig hypomethylierten Proben ein auffalliger 2N-Proband mit einer er-
hohten Methylierung von ca. 10% (Abbildung 26). Hierbei handelte es sich um den
2N-Zwilling KKR A24. Dieser erhdhte BRCA1-Methylierungsgrad konnte anschlie-
Rend in mehreren Wiederholungen und =zusatzlich mit klassischer Bisulfit-
Sequenzierung bestatigt werden. Die Ergebnisse der klassischen Bisulfit-
Sequenzierung, die von Tamara Hansmann (Humangenetik, Biozentrum Wurzburg)
durchgefuhrt wurde, zeigten, dass nur 90% der Allele hypomethyliert und daneben

ca. 10% komplett hypermethyliert vorlagen.

3.2.2. BRCA1-Methylierungsanalyse nach Induktion durch 1 Gy Bestrahlung in
den Fibroblasten des 2N-Probanden KKR A24 im Vergleich zu seinem monozy-

goten gesunden Zwilling KKR D24

Um auszuschlie3en, dass die 10% erhohte BRCA1-Methylierung des 2N-Zwillings
KKR A24 nichts mit einer Strahlenexposition (angewendet zum Bsp. in der Krebsthe-
rapie) zu tun hat, wurde die BRCA1-Methylierung nach Induktion durch 1 Gy Bestrah-
lung in den Fibroblasten des 2N-Probanden KKR A24 im Vergleich zu seinem mono-
zygoten gesunden Zwilling KKR D24 untersucht. Die Untersuchung wurde in Zu-
sammenarbeit mit Tamara Hansmann (Humangenetik, Biozentrum Wurzburg) durch-
gefuhrt. Es wurden mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung diesmal funf CpG-Dinukleotide
im BRCAL1-Promotor analysiert. Untersucht wurden die unbehandelten Fibroblasten
und die Fibroblasten 1 h, 4 h, 12 h und 24 h nach 1 Gy Bestrahlung der beiden Zwil-
linge. Die Messungen wurden zweimal durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abbil-
dung 27 dargestellt. Die BRCA1-Methylierung lag beim gesunden Zwilling KKR D24
in den unbehandelten Zellen zwischen 0-5% und veranderte sich nach der Bestrah-
lung nicht. Alle Proben zeigten ahnliche Werte. Bei den unbehandelten Zellen des
2N-Zwillings KKR A24 konnte wieder eine BRCA1-Methylierung von ca. 10% detek-
tiert werden. Nach der 1 Gy Bestrahlung wurde in allen Proben des 2N-Zwillings eine

etwa 10%ige BRCA1-Methylierung gemessen.
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Abbildung 27: Prozentuale BRCA1-Methylierung (5 CpG sites) in den unbehandelten Fibroblasten und
in den Fibroblasten 1 h, 4 h, 12 h, 24 h nach 1 Gy Bestrahlung fiir beide Zwillinge, den 2N-Probanden
KKR A24 und seinen monozygoten gesunden Zwilling KKR D24.

3.3. yH2AX-DNA-Reparaturdetektion nach Induktion

Mit Hilfe eines anti-yH2AX-Immunfluoreszenz-Assays, welcher zur Quantifizierung
von DNA-Doppelstrangbriichen und auch bedingt zur Detektion von Einzelstrangbri-
chen geeignet ist, und einem halbautomatisierten yH2AX-Foci-Zahlverfahren wurde
die Reparaturkinetik und Kapazitat nach Induktion von DNA-Schaden (durch ionisie-
rende Strahlung, UV-C Strahlung und Chemotherapeutika) in den priméaren
Fibroblastenzellkulturen der Patienten untersucht. Die Behandlung der Zellen wurde
bei subkonfluenter Zelldichte durchgefuhrt.
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3.3.1. Radioaktive Bestrahlung

3.3.1.1. Etablierung und Vorversuche zur halbautomatisierten Auswertung mit

der Metafer 4 Software (Metasystems)

Zur Etablierung der yH2AX-Foci-Zahlung in den Zellkernen wurden Vorversuche mit
verschiedenen radioaktiven Bestrahlungsstarken von 1-6 Gy durchgeflhrt und Zeit-
punkte von 30 min bis 24 h nach der Bestrahlung ausgewertet. In diesen Vorversu-
chen wurden Kontrollfibroblastenzelllinien verwendet. Die Bildaufnahmen der Zell-
kerne in den verschiedenen Farbstoffkanalen erfolgten automatisch und bei konstan-
ten, angepassten Belichtungszeiten in 63-facher VergroRerung. Es wurde manuell
und halbautomatisiert mit Hilfe der Metafer 4 Software (Metasystems) die mittlere
Foci-Zahl pro Zellkern in mindestens 50 Zellen ermittelt. Wir bezeichneten dieses
Auswertungsverfahren als halbautomatisiert, weil zu Beginn der Auszahlung aufge-
nommene, aber nicht auswertbare, beispielsweise Uber- oder unterbelichtete Zellen,
nicht in die Auszahlung einflossen. Der Vergleich der mittleren Foci-Zahl pro Zellkern
ergab, dass bei der manuellen Auszahlung mehr Foci pro Zellkern (Faktor 1,3) ge-
zahlt wurden als bei der halbautomatisierten Auswertung. Da dieser Fehlerfaktor bei
geringen Foci-Zahlen (<40 Foci pro Zellkern) konstant blieb, wurde die halbautomati-
sierten Auszahlung flr geringe Foci-Zahlen als reproduzierbar und stabil bewertet.
Bei mehr als 40 Foci pro Zellkern war es bei 63-facher VergroRerung von der Auflo-
sung her nicht mehr mdglich, valide Foci-Zahlen bei der halbautomatisierten Zahlung
zu erhalten. Abhangig vom Zeitpunkt nach der Bestrahlung war es aufgrund der ho-
hen Foci-Zahl bei frihen Zeitpunkten (30 min) nach Bestrahlung nur moglich, bei 1
Gy Bestrahlungsstarke eine halbautomatisierte Auswertung durchzufihren. Um ho-
here Foci-Zahlen (>40 Foci pro Zellkern) automatisiert auszahlen zu lassen, bedarf
es eines Uberlappungsfilters oder einer héheren Aufldsung (>63x). Aufgrund dieser
Vorversuche wurde entschieden, die yH2AX-Foci-Analyse der 2N-Probanden nach
einer Bestrahlung mit 1 Gy durchzufihren und die Zeiten 30 min, 4 h und 24 h nach

Bestrahlung mittels halbautomatisierter Foci-Zahlung auszuwerten.



Ergebnisse 76

3.3.1.2. yH2AX-Foci-Zahlung 30 min, 4 h und 24 h nach 1 Gy Bestrahlung in den

Fibroblasten von sechs Kontrollen und allen 2N-Probanden

Fur die Untersuchung der DNA-Reparaturkinetik der 2N-Probanden wurden DNA-
Schaden in den die Fibroblastenzellkulturen aller 2N-Probanden und von sechs Kon-
trollen mittels 1 Gy radioaktiver Bestrahlung induziert. Um die Reparaturkinetik und
Reparaturfahigkeit der Zellen nach Behandlung miteinander zu vergleichen, wurde
der Immunfluoreszenz-Assay zum Nachweis von yH2AX-Foci im Zellkern eingesetzt.
Der DNA-Reparaturverlauf wurde mittels halbautomatisierter yH2AX-Foci-Zahlung
(Metafer 4 Software) vor Induktion und fur die Zeiten 30 min, 4 h, 24 h nach der Be-

handlung in mehreren Versuchen aufgezeichnet (Bsp. siehe Abbildung 28).

Abbildung 28: Anti-yH2AX.Immunfluoreszenz-Farbung von primaren Fibroblastenzellen 30 min, 4 h
und 24 h nach 1 Gy Bestrahlung. yH2AX-Foci-Detektion mit einem Fluorescein-konjugierten zweiten
Antikérper (Griin) und Zellkerngegenfarbung mit DAPI (Blau).

Es wurden fir jede Probe die Foci in Uber 100 Zellkernen ausgezahlt und der Mittel-
wert berechnet. Bei den frihen Zeitpunkten werten wir die Foci als DNA-
Strangbruche, die fur die Reparatur prozessiert werden (positiv) und bei den spaten
Zeitpunkten als nicht reparierte Schaden (negativ). Die Ergebnisse sind in der nach-
folgenden Graphik (Abbildung 29) dargestellt. Die Werte der sechs Kontrollzelllinien
sind als Mittelwert zusammengefasst und die 2. Standardabweichung wurde zum
Vergleich der Daten herangezogen. Eine erste Auswertung ergab fur wenige Proben
leichte (£ 1 Foci) von der 2. Standardabweichung abweichende Unterschiede in den
Mittelwerten. Nach einer statistischen Datenanalyse (durch Hr. Berres, IMBEI) der
Foci-Mittelwerte als auch der Verteilung aller Einzelwerte konnten kein deutlicher Un-

terschiede zwischen den 2N-Probanden und den Kontrollen ausgemacht werden.
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Alle 2N-Probanden zeigten bei dieser Messung wie die Kontrollen ein normales Re-
paraturverhalten fir DNA-Doppelstrangbriiche, was man an den erst hohen, aber mit
der Zeit zurickgehenden Foci-Zahlen erkennen kann (30 min - ca. 28 Foci; 4 h - ca.
11 Foci; 24 h - ca. 4 Foci; unbehandelt - ca. 4 Foci).

H2AX Foci nach 1 Gray Bestrahlung in den Fibroblasten der 2N Probanden
und Kontrollen O KON FIB Mean
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Abbildung 29: Mittelwerte der yH2AX-Focizahl pro Zellkern, gezahlt in Gber 100 Zellkernen je Proband,
vor Induktion und fir die Zeiten 30 min, 4 h und 24 h nach 1 Gy Bestrahlung. Alle 2N-Probanden und
sechs Kontrollen wurden ausgewertet und mit den sechs Kontrollen und der 2. Standardabweichung
verglichen. Es konnte keine deutlichen Unterschiede zwischen den 2N-Probanden und den Kontrollen
festgestellt werden.

3.3.2. Andere Noxen im Pilotexperiment

Nachdem die DNA-Reparatur der Zelllinien der 2N-Probanden nach radioaktiver Be-
strahlung keine deutlichen Unterschiede gezeigt hatte, wurden als Pilot-Experimente
andere Noxen wie UV-C-Bestrahlung und Daunorubicin-Behandlung, zur Induktion
weiterer DNA-Reparatursysteme anhand der Zelllinien des monozygoten Zwillings-
paars KKR A24 und KKR D24 getestet. Um die Reparaturkinetik und Reparaturfahig-
keit der Fibroblastenzellkulturen nach Behandlung des gesunden und des 2N-
Zwillings miteinander zu vergleichen, wurde wieder der Immunfluoreszenz-Assay

zum Nachweis von yH2AX-Foci im Zellkern eingesetzt.
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3.3.2.1. yH2AX-Foci-Zahlung 30 min, 4 h, 12 h und 24 h nach UV-C-Bestrahlung
(20 J/m?) in Fibroblasten des 2N-Probanden KKR A24 und seines monozygoten
gesunden Zwillings KKR D24

Zuerst wurde das Reparaturverhalten nach DNA-Schadigung durch UV-C-
Bestrahlung (20 J/m?) in den Fibroblastenzellen des 2N-Probanden KKR A24 und
seines monozygoten gesunden Zwillings KKR D24 in mehreren (mind. zwei) Versu-
chen erprobt. Mit Hilfe des anti-yH2AX-Immunfluoreszenz-Assays und der halbauto-
matisierten yH2AX-Foci-Zahlung (Metafer 4 Software) wurden hierzu Proben vor der
Induktion und fir die Zeiten 30 min, 4 h, 12 h, 24 h nach der Behandlung analysiert.
Bei dieser Auswertung wurden die Foci in etwa 200 Zellkernen pro Probe ausgezahlt

und der Mittelwert berechnet. Die Ergebnisse aller Versuche sind in Abbildung 30

dargestellt.
H2AX-Foci in den Fibroblasten der KKR Zwillinge A24 (2N Proband) und D24 (gesund)
nach UV-C Bestrahlung (20 J/im?)
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Abbildung 30: Mittelwerte der yH2AX-Foci (pro Analyse ca. 200 Zellkerne ausgewertet) nach UV-C-
Bestrahlung (20 J/m?) der Fibroblastenzellkulturen des gesunden (KKR D24) und des zweifach an
Krebs erkrankten Zwillings (KKR A24).

Fur die Zeitpunkte vor Induktion und 30 min nach der UV-C-Bestrahlung wurden
niedrige (ca. drei Foci pro Zellkern), sehr ahnliche Foci-Mittelwert fur beide Zwillinge

detektiert. 4 h nach UV-C-Bestrahlung zeigten sich fur beide Zwillinge erhdhte Foci-
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Zahlen mit grélReren Unterschieden in den Foci-Mittelwerten. Es wurden beim ge-
sunden Zwilling KKR D24 im Mittel ca. vier Foci mehr als beim 2N-Zwilling KKR A24
gemessen, allerdings bei einer sehr hohen Schwankung der Messwerte zwischen
den Versuchen. Beide Zwillinge zeigten nach 12 h immer noch erhdhte, aber wieder
sehr ahnliche Foci-Mittelwerte (ca. 17/18). 24 h nach Bestrahlung konnten immer
noch leicht erhéhte, ahnliche Foci-Mittelwerte (ca. 12), allerdings wieder mit einer

hohen Messungenauigkeit behaftet, fur beide Zwillinge festgestellt werden.

3.3.2.2. yYH2AX-Foci-Zahlung 1 h, 4 h, 12 h und 24 h nach Daunorubicin (3 pM, 2
h) -Behandlung der Fibroblasten des 2N-Probanden KKR A24 und seines mo-
nozygoten gesunden Zwillings KKR D24

Im Weiteren wurden die Fibroblastenzellen des 2N-Probanden KKR A24 und seines
monozygoten gesunden Zwillings KKR D24 mit Daunorubicin (3 uM, 2 h), einem zur
Krebstherapie verwendeten Chemotherapeutikum, behandelt und wieder mittels anti-
yH2AX-Immunfluoreszenz-Assay und halbautomatisierter yH2AX-Foci-Zahlung (Me-
tafer 4 Software) ausgewertet. Es wurden mehrere (mind. zwei) Versuche durchge-
fuhrt und Proben vor der Induktion und flr die Zeiten 30 min, 4 h, 12 h, 24 h nach der
Behandlung analysiert. Zur Auswertung wurden die Foci wieder in etwa 200 Zellker-
nen pro Probandenprobe ausgezahlt und der Mittelwert berechnet. Die Ergebnisse

aller Versuche sind in Abbildung 31 dargestellt.
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H2AX-Focl in den Fibroblasten der KKR Zwillinge A24 (2N Proband) und D24 (gesund)
nach Daunorubicin Behandiung (3 pM, 2 h)
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Abbildung 31: Mittelwerte der yH2AX-Foci (pro Analyse ca. 200 Zellkerne ausgewertet) nach Dauno-
rubicin-Behandlung (3 uM, 2 h) der Fibroblastenzellkulturen des gesunden (KKR D24) und des zwei-
fach an Krebs erkrankten Zwillings (KKR A24).

Auch hier fand sich vor Induktion und zum Zeitpunkt 30 min nach Behandlung keine
erhohten, sondern annahernd gleiche Foci-Zahlen bei beiden Zwillingen. Nach 4 h
zeigten dann beide Zwillinge einen Anstieg der Foci im Zellkern, wobei der 2N-
Zwilling eine deutlich hohere Anzahl, ca. acht Foci mehr, als der gesunde Zwilling
aufwies. Hierbei lag allerdings eine hohe Schwankung der Messwerte zwischen den
Versuchen vor. Spater, nach 12 h und auch nach 24 h, wurde eine ahnlich hohe,

gleichbleibende Foci-Zahl von ca. 26-28 Foci bei beiden Zwillingen detektiert.

3.4. Genkopienzahlanalysen

3.4.1. SNP-Array-Screening der unbehandelten Fibroblasten-DNA aller 1N- und
2N-Probanden einschliel3lich des monozygoten Zwillingspaars KKR A24 (2N)
und KKR D24 (gesund)

Da auch zytogenetisch kryptische Deletionen und Duplikationen der DNA eine Rolle
bei der Krebsentstehung spielen konnen, indem sie z. Bsp. die Expression von DNA-
Reparaturgenen verandern und/oder die Reparaturleistung modulieren, wurde ein

genomweites Screening mittels SNP-Arrays vorgenommen. Hierzu wurde die geno-
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mische DNA aus den unbehandelten Fibroblasten aller 2N- und 1N-Probanden ein-
schliel3lich des monozygoten Zwillingspaars KKR A24 (2N) und KKR D24 (gesund)
mit dem Affymetrix SNP Array 6.0 untersucht. Die SNP-Array-Analysen wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Tanja Zeller (Il. Med. Klinik, Universitatsmedizin Mainz)
durchgefuhrt. Zum Abgleich der Daten und fur die anschliellende Beurteilung der
Ergebnisse standen ein groReres zusatzliches Kollektiv an gesunden Kontrollen und
verschiedene Datenbanken zur Verfugung.

In dieser Analyse konnte kein genereller Unterschied zwischen den 2N-Probanden
und den 1N-Probanden festgestellt werden. Jeder einzelne Patient zeigte ein indivi-
duelles Muster an Genkopienzahlvariationen (Copy number variations, CNVs). Nur
sehr wenige Gene mit CNVs konnten in mehr als zwei Probanden detektiert werden.
In wieweit diese individuellen Deletionen und Duplikationen bestimmter Gene und
genomischer Bereiche jedes einzelnen Probanden eine tatsachliche Rolle bei der

jeweiligen Krebsentstehung spielten, konnte nicht festgestellt werden.

3.4.2. Pilotexperimente zur Validierung der SNP-Array-Ergebnisse mittels FISH
und genomischer quantitativer PCR (mit SYBR Green)

Fur einzelne Probanden wurde versucht, auffallige, moglicherweise krankheitsrele-
vante Deletionen oder Duplikationen aus dem SNP-Array-Screening in Pilotexperi-
menten mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) und genomischer quantita-
tiver PCR mit SYBR Green-Detektion zu verifizieren (Ubersicht Tabelle 13). Die
Durchfihrung der Experimente zur Validierung der SNP-Array-Ergebnisse erfolgte in
Zusammenarbeit mit Miriam Grunow im Rahmen ihrer Bachelorarbeit (Details siehe
Bachelorarbeit Miriam Grunow). Bei den 2N-Probanden KKR A6, A7, A10, A16 und
dem Zwillingspaar KKR A24 (2N-Patient) und KKR D24 (gesund) wurden hierzu aus-
gewahlte CNVs Uberprift.

Bei Patient KKR A6 wurde die im SNP-Array detektierte heterozygote Duplikation von
ca. 797 kb Lange im Bereich 16p13.11 untersucht. Der duplizierte Bereich enthielt
insgesamt zehn Gene und begann mit dem teilweise duplizierten Gen MPV17L und
endete mit dem teilweise duplizierten Gen ABCC6. Der Patient KKR A7 zeigte im
SNP-Array eine heterozygote Duplikation im Bereich 2q31.2, die eine Lange von ca.
96 kb aufwies, welche Uberpruft wurde. Hierbei waren keine Gene direkt betroffen,
aber die zwei Gene SESTD1 und ZNF385B lagen unmittelbarer Nahe. Beim Patien-
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ten KKR A10 wurde im Zentromerbereich des Chromosoms 2 eine ca. 431 kb grol3e
heterozygote Duplikation untersucht, welche die Gene TEKT4 und MAL komplett
dupliziert sowie MRPS5 teilweise dupliziert enthielt. Fir den Patienten KKR A12 wur-
de eine heterozygote Duplikation von ca. 167 kb Lange im Bereich 19q13.41 vali-
diert. Betroffen waren hier funf Gene flr Zinkfingerproteine, wovon die Gene ZNF578
und ZNF83 nur teilweise dupliziert vorlagen. Bei Patient KKR A16 wurde eine hetero-
zygote Deletion im Bereich 2932.1 von ca. 105 kb Lange untersucht. Im deletierten
Bereich, der sich zwischen den Genen FSIP2 und ZC3H15 befand, lagen keine Ge-
ne. Bei dem 2N-Zwilling KKR A24 wurde im Vergleich zum gesunden Zwilling KKR
D24 eine heterozygote Deletion von ca. 184 kb im Bereich 6922.33 im SNP-Array
detektiert. Das hier teilweise deletierte Gen RSPO3 wurde fur die Zwillinge verifiziert.
Dieser Ausschnitt der SNP-Array-Analyse fur die Zwillinge KKR A24 (blau) und KKR
D24 (grun) ist in Abbildung 32 dargestellt.
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Abbildung 32: SNP-Array-Analyse der Zwillinge KKR A24 (blau) und KKR D24 (grun). Gezeigt ist die
Deletion (rot) auf Chromosom 6g22.33 des 2N-Zwillings KKR A24, das teilweise betroffene Gen
RSPO3 (grau-grin) und der BAC-Klon (grau) in dieser Region.
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Die zur Validierung ausgewahlten Ergebnisse der Genome-Wide Human SNP-Array-
Analyse plus zugehdriger FISH- und genomischer qPCR-Ergebnisse sind zusam-
mengefasst in Tabelle 13 dargestellt und werden im Folgenden naher erlautert.
Zuerst wurde die FISH fur die Validierung durchgefuhrt. Fur die duplizierten Bereiche
bei KKR A6 und A10 und den deletierten Bereich des Probanden KKR A24 standen
geeignete BAC-Klone zur Verfligung, sodass hier eine Analyse mittels FISH gemacht
werden konnte. Fur die anderen Bereiche standen leider keine oder keine geeigne-
ten BACs zur Verfugung. Die untersuchten Duplikationen konnten mit FISH nicht
bestatigt werden. Es wurden zwar zwei unterschiedlich starke Signale auf den Meta-
phasenchromosomen festgestellt, was aber kein sicherer Beweis flir eine Duplikation
ist. Die Deletion bei 6922.33 fur KKR A24 konnte zunachst nicht nachgewiesen wer-
den. Da bei der FISH Lymphozyten aus Blut verwendet wurden und der 2N-Proband
KKR A24 eine Knochenmarkstransplantation erhalten hatte, war es nicht moglich,
diese Deletion im Spendermaterial zu detektieren. Deshalb wurde die FISH an den
Fibroblasten der Zwillinge fur den Bereich 6g22.33 durch Herrn Dr. Nanda (Human-
genetik, Biozentrum Wurzburg) wiederholt. Hierbei zeigten im Vergleich zum gesun-
den Zwilling KKR D24 ca. 20% der Zellen von KKR A24 (2N) nur ein Signal, was auf
ein mdgliches Zellmosaik beim 2N-Zwilling hinweist.

Die FISH konnte nur in vier von sieben Fallen zur Validierung eingesetzt werden und
lieferte nur in einem dieser vier Falle eine erfolgreiche Verifizierung des SNP-Array-
Ergebnisses; beim gesunden Zwilling KKR D24 konnte eine Deletion oder Duplikati-
on ausgeschlossen werden. Insbesondere zum Nachweis von Duplikationen liefert
die FISH zumeist kein eindeutig quantifizierbares Ergebnis. Fur einige Bereiche, u. a.
weil sie zu klein waren, standen keine geeigneten BAC-Klone zur Verfugung. Zudem
mussten die Ergebnisse an den Lymphozyten zum Teil verworfen werden, da einige
Patienten eine Knochenmarkstransplantation bekommen hatten. Zusammengefasst

ist die FISH zur Validierung von SNP-Array-Ergebnissen nur bedingt geeignet.
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Tabelle 13: Ubersicht tiber die Ergebnisse der Validierung der Ergebnisse der Genome-Wide Human
SNP Array-Analyse mittels FISH und genomischen qPCR (mit SYBR Green)

SNP-
Array FISH gPCR
Chromo-
somaler Position Position Grolle BAC-
Patient Lokus Status Start End [kb] Klon Status Status
2 unterschiedlich
starke Signale;
RP11- kein Beweis fir
KKR A6 16p13.11 Dupliziert 15406308 | 16203401 800 139D07 Duplikation Dupliziert
BAC zu
KKR A7 2qg31.2 Dupliziert | 180140944 | 180236596 97 groR - Nicht dupliziert
2 unterschiedlich
starke Signale;
2 Zentro- RP11- kein Beweis flr
KKR A10 mer Dupliziert 95326260 | 95757721 431 327M19 Duplikation Dupliziert
kein
KKR A12 19913.41 Dupliziert 57661891 | 57829395 168 BAC - Dupliziert
Heterozygot BAC zu
KKR A16 2q32.1 deletiert 186556015 | 186661569 106 groR - Deletiert
20% der Zellen
zeigten nur 1 leicht erniedrigter
Signal; moglicher- | Wert (0,7-0,8);
Heterozygot RP1- weise Mosaik- moglicherweise
KKR A24 6922.33 deletiert 127318574 | 127502284 184 312L17 Deletion Mosaik-Deletion
RP1-
KKR D24 ctrl | 6922.33 keine CNV | 127318574 | 127502284 184 312L17 keine CNV keine CNV

Im Weiteren wurden alle sechs CNVs der ausgewahlten Probanden mittels genomi-
scher qPCR mit SYBR Green-Detektion validiert. Hierbei konnten fast alle Resultate
der SNP-Array-Analyse bestatigt werden. Die Duplikation bei 2q31.2 konnte flr den
Probanden KKR A7 nicht nachgewiesen werden. Auch fur den 2N-Zwilling KKR A24
konnte die qPCR die im SNP-Array detektierte Deletion bei 6q22.33 nicht bestatigen.
KKR A24 zeigte allerdings im Vergleich zum gesunden Zwilling KKR D24 und weite-
ren Kontrollen einen leicht erniedrigten Wert fir den deletierten Bereich (Promotor
und Exon 1) des Gens RSPO3, was einen Hinweis auf eine im Mosaik vorhandene
heterozygote Deletion darstellen kdnnte.

Die genomische qPCR-Analyse an den Fibroblasten der Probanden konnte somit in
funf von sieben Fallen erfolgreich zur Validierung eingesetzt werden. Ein Vorteil da-
bei war, dass man fast alle genomischen Bereiche jeder Grolie mit speziell gewahl-
ten Primer untersuchen konnte. Die genomische qPCR wurde weiterhin zur Uberpri-

fung der SNP-Array-Ergebnisse eingesetzt.
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3.4.3. Validierung der SNP-Array-Ergebnisse fur den 2N-Probanden KKR A24
und seinen monozygoten gesunden Zwilling KKR D24 mittels genomischer
gPCR mit UPL-Sonden

FUr das monozygote Zwillingspaar wurden die im SNP-Array detektierten CNVs des
2N-Zwillings KKR A24 mittels genomischer gqPCR weiter untersucht. Fur diese Vali-
dierung wurde nicht mehr die SYBR Green-Messung verwendet, sondern das Detek-
tionsverfahren mit UPL(Universal ProbeLibrary)-Sonden (Roche) gewahlt. Die Ver-
wendung dieser Hydrolysesonden ermdglichte eine noch genauere Messung. Die
Ergebnisse der SNP-Array-Analyse des 2N-Zwillings KKR A24 im Vergleich zum ge-
sunden Zwilling KKR D24 und Uber 100 Kontrollen lieferte sechs chromosomale Loci
mit CNVs (Tabelle 14). Die in den Bereichen betroffenen Gene RSPO3, RPN2,
CCND3, C50rf13, UBE2Q2P2 und KRAS wurden mittels genomischer gPCR bei dem
2N-Zwilling KKR A24, dem gesunden Zwilling KKR D24 und Kontrollfibroblasten un-
tersucht.

Tabelle 14: Ergebnisse der SNP-Array-Analyse des 2N-Zwillings KKR A24 im Vergleich zum gesun-
den Zwilling KKR D24 und Kontrollen. Chromosomale Loci mit CNVs und betroffene, in der genomi-
schen gPCR-Validierung untersuchte Gene/-bereiche.

Chromo- Position Position GroRe Betrofienes, in >100
somaler Status untersuchtes
Start End [kb] Kontrollen
Lokus Gen
6022.33 Heterozygot | 127318026- | 127499522- 180 RSPO3 )
qee. deletiert | 127318574 | 127502090 (Promoter +Exon 1)
Heterozygot | 111048833- | 111139012-
5¢22.1 deletiert | 111054154 | 111139685 | o2 Coorf13 -
20q11.23 Heterozygot | 35278573- 35296275- 16 RPN2 )
qtt. deletiert 35280460 35301633 (Exon + 3'UTR)
L 42013226- 42016012-
6p21.1 Dupliziert 42013647 42016112 2,4 CCND3 -
L 80368482- 80996390-
15q025.2 Dupliziert 80393465 80999012 603 UBE2Q2P2 -
L 25254282- 25269928-
12p12.1 Dupliziert 25057762 25270425 12,6 KRAS -

Die Duplikationen der drei Gene CCND3, UBE2Q2P2 und KRAS aus der SNP-Array-
Analyse fur KKR A24 konnten in der Validierung mit genomischer gPCR mit UPL-
Sonden (Roche) nicht bestatigt werden. Auch die teilweise Deletion des Gens RPN2

konnte in der gPCR fir KKR A24 nicht nachgewiesen werden.
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Fur zwei Gene konnte in der genomischen qPCR zwar keine eindeutige Deletion de-
tektiert, aber erniedrigte Werte beim 2N-Zwilling KKR A24 im Vergleich zu dem ge-
sunden Zwilling KKR D24 und Kontrollen gemessen werden.

Wie in der Abbildung 33 dargestellt ist, fanden sich, wie schon in der vorhergehen-
den Analysen, erniedrigte Messwerte bei der Verifizierung der Deletion (ein Mosaik)
von RSPO3 fur den 2N-Zwilling KKR A24 im Vergleich zu dem gesunden Zwilling
KKR D24 und Kontrollfibroblasten. Auch fur die Deletion des Gens C5orfl3 konnten
leicht erniedrigte Messwerte beim 2N-Zwilling KKR A24 im Vergleich zu den Kontrol-

len festgestellt werden.
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Abbildung 33: Kopienzahl der zwei Gene RSPO3 und C50rf13 beim 2N-Zwilling KKR A24 und Kon-
trollen, detektiert mittels genomischer qPCR mit UPL-Sonden (Roche), normalisiert gegen Kopien-
zahl des Gens RFC3 und verglichen mit Kontrollen (KKR D24 und FIB KON1).

Diese nur leicht reduzierten Messwerte von ca. 0,7-0,8 (ca. 0,5 ware heterzygot dele-
tiert) bei den zwei Genen RSPO3 und C50rf13 sprechen eventuell fur eine im Mosaik
vorhandene Deletion beim 2N-Proband KKR A24.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurden genetische und epigenetische Risikofaktoren fur die Entste-
hung von Krebs im Kindesalter untersucht. Hierzu wurden in der Hauptanalyse Kin-
derkrebspatienten, die einen Zweittumor entwickelt haben, mit solchen ohne Zweit-
tumor als Kontrollgruppe im matched pairs-Design verglichen. Es sollte mittels ver-
schiedener Analysen die Hypothese Uberpruft werden, dass Zweittumore nach The-
rapie eines kindlichen Malignoms (durch Bestrahlung oder Behandlung mit DNA-
schadigenden Substanzen) durch Modulationen/Fehiregulationen von DNA-

Reparaturmechanismen entstehen kdnnen.

4.1. Das Patientenkollektiv und das Kontrollkollektiv

Die untersuchten 2N- und 1N-Probanden stellen ein relativ heterogenes Patienten-
kollektiv mit vielen unterschiedlichen Krebserkrankungen dar. Da zweimalige Krebs-
erkrankungen im Kindes- und Jugendalter eher selten sind, konnte man nur ein hete-
rogenes Kollektiv an 2N-Probanden mit verschiedenen Tumorarten fir diese Studie
rekrutieren. Es war keine Selektion nach einer bestimmten Tumorart moglich. Die
Patienten wiesen verschiedenste Kombinationen aus Erst- und Zweittumoren mit
verschiedenen Therapien auf. 46% der kontaktierten 2N-Probanden und 18% der
1N-Probanden haben an der Studie teilgenommen. Lymphoide Leukamie war in un-
serem Patientenkollektiv insgesamt die haufigste Diagnose (Material & Methoden,
Tabelle 1). Da die Uberlebensrate bei einer zweiten Krebserkrankung deutlich
schlechter als die durchschnittliche Uberlebensrate bei Kinderkrebspatienten ist und
nur lebende Patienten in die Studie eingeschlossen werden konnten, reprasentieren
die 2N-Probanden unserer Studie nicht die 2N-Probandenpopulation des Deutschen
Kindeskrebsregisters. Die haufigste registrierte zweifache Krebskombination ist die
akute myeloische Leukamie nach einer lymphatischen Leukamie als Ersterkrankung.
Allerdings geht diese Kombination mit einer sehr geringen Uberlebensrate einher,
sodass diese 2N-Probanden nicht in unserem Kollektiv vorkamen. Schilddrisentumo-
ren, die als zweite Krebserkrankung sehr gut behandelbar sind, stellten in unserem
Patientenkollektiv die haufigste Zweittumordiagnose dar. Aktuell sind alle Patienten
auller einem 2N Probanden zum heutigen Zeitpunkt noch am Leben.

[Info Deutsches Kindeskrebsregister, http://www.kinderkrebsregister.de/]
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Es standen in dieser Studie keine gematchten Probanden ohne Krebserkrankung zur
Verfiigung. Als gesunde Kontrollen wurden 25 Fibroblastenzellkulturen aus anony-
men Hautproben verwendet, die bei chirurgischen Eingriffen von Patienten ohne
Krebserkrankung gewonnen wurden. Diese Kontrollprobanden waren im Durchschnitt
2-4 Dekaden alter als die 2N- und 1N-Probanden. Aufderdem wurden deren Hautpro-
ben an anderen Korperstellen enthommen.

In den cDNA-Microarray-Experimenten wurden diese gesunden Kontrollen als Ver-
gleichskontrollpool verwendet. Zum Zeitpunkt, als die Studie geplant wurde, war der
Einsatz von gepoolten Proben ublich, da hierdurch die biologische Variabilitat unse-
rer VergleichsgroRe verringert werden sollte [37]. Heutzutage wird dies allerdings
kritisch betrachtet, da durch die Verwendung der Pools zum Vergleich von Proben
Informationen verloren gehen und stark abweichende Proben im Pool zu einer Ver-
falschung der Ergebnisse fuhren kdnnen.

Bei den Genexpressionsmessungen via RTg-PCR zeigten unsere gesunden Kontrol-
len auffallende Unterschiede bei der Messung fast aller Gene (Daten nicht gezeigt),
was darauf hindeutet, dass die Genexpression der untersuchten Gene altersabhan-
gig [38] und moglicherweise auch lokalisationsabhangig in somatischen Korperzellen
ist. Deshalb wurde hier nur der Vergleich der gematchten Probandenpaare betrach-
tet. FUr zuklnftige Studien sollten perfekt gematchte Probanden ohne Krebserkran-

kung rekrutiert werden.

Nur fUr einen 2N-Probanden (KKR A24) stand in der Studie sein gesunder monozy-
goter Zwilling (KKR D24) als perfekt gematchte gesunde Kontrolle zur Verfigung. Die
Ergebnisse der Analysen fur dieses interessante Zwillingspaar werden nach dem

Gesamtprobandengruppenvergleich separat diskutiert.

4.2. Das Untersuchungsmaterial

In dieser Studie wurden hauptsachlich die primaren Hautfibroblasten der Probanden
untersucht. Primare Hautfibroblasten reprasentieren einen somatischen Zelltyp. Im
Gegensatz zu Blut oder EBV-transformierten Lymphoblasten, welche leichter verflg-
bar sind, stellen primare Fibroblasten eine homogene Zellpopulation dar und zeich-
nen sich durch einen intakten Zellzyklus und intakte DNA-Reparatur-Checkpoints

aus.
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Einige Probanden unserer Studie (n=6) wurden einer Knochenmarkstransplantation
unterzogen. Die Untersuchung von Blutproben ware also bei diesen Probanden so-
mit nicht sinnvoll gewesen, da man das Spendermaterial untersuchen wurde.

Verglichen mit den enormen Bemuhungen, Transkriptome und Proteome von Tumor-
zellen zu charakterisieren, gibt es nur relativ wenige Studien, in denen nach Ge-
nexpressionsunterschieden in normalen somatischen Zellen von Tumorpatienten ge-
sucht wird. Entsprechend gibt es nicht viele Studien, die an primaren Fibroblasten
von Krebspatienten durchgefuhrt wurden. Al-Khodairy et al. (2004) haben zum Bei-
spiel in primaren Fibroblasten von Brust- und Schilddrisenkrebspatienten eine defek-
te DNA-Reparatur und/oder Zellzyklusregulation nachgewiesen [39]. Von Chuang et
al. (2006) konnten in somatischen Zellen eine abnormale Genexpression bei nicht
betroffenen Eltern von Retinoblastompatienten mit einer genetischen Krebspradispo-

sition assoziieren [40].

4.3. Probandengruppenvergleich

4.3.1. Basale mRNA-Expression (cDNA-Microarray)

In unserer Studie wurde zuerst mittels cDNA-Microarray-Screening nach Unterschie-
den in der basalen mRNA-Expression von DNA-Reparaturgenen zwischen den 2N-
Probanden und den gematchten 1N-Probanden gesucht. Die Auswertung der cDNA-
Microarray-Experimente ergab, dass nach Korrektur fur multiples Testen mit einer
False Discovery Rate (FDR) von 5% fur kein Gen ein signifikanter p-Wert detektiert
wurde. Zwischen der 2N-Gruppe und der 1N-Gruppe konnte kein signifikanter Unter-
schied in der Expression der untersuchten Gene auf dem Chip festgestellt werden.
Das bedeutet jedoch nicht, dass es keinen signifikanten Unterschied in der basalen
MRNA-Expression von DNA-Reparaturgenen zwischen den Probandengruppen gibt.
Durch die geringe Fallzahl dieser Studie und die grof3e Anzahl gleichzeitig untersuch-
ter Gene auf dem Chip war ein signifikantes Ergebnis unwahrscheinlich. Multiples
Testen ist ein Problem in Genexpressions-Microarray-Studien, in denen hunderte bis
tausende Gene gleichzeitig untersucht werden.

Ohne Korrektur fur multiples Testen konnten Gene mit kleinen p-Werten im gepaar-
ten t-Test fur die Gruppenvergleiche detektiert werden. Diese Genlisten, welche die

Gene mit den kleinsten p-Werten aus dem Gesamtgruppenvergleich und auch den
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Subgruppenanalysen enthalten, sind fir die verschiedenen Normalisierungsverfah-
ren teilweise sehr unterschiedlich (Ergebnisse, Tabelle 9-11). Kleine p-Werte kénnen
immer auch ein Zufallsereignis sein und sollten nicht Uberinterpretiert werden [41].
Aufgrund dieses Sachverhalts und dem nur kleinen Unterschied im Expressionsver-
haltnis 2N/1N-Gruppe von 0,85-1,17 Ratio Mittelwert fur die Gene bei der Datenaus-
wertung nach dem kleinsten p-Wert wurden die Daten zusatzlich noch nach dem Kiri-
terium, dass das Expressionsverhaltnis grof3er als 1,2 bzw. kleiner als 0,8 sein muss,
fur jeden Probanden separat ausgewertet. Es wurden nur Gene berucksichtigt, die

bei mindestens zwei Probanden starker reguliert vorgefunden wurden.

Trotz der geringen Probandenzahl zeigen die Ergebnisse die prinzipielle Durchfuhr-
barkeit der Studie. Mit einem groReren Probandenkollektiv kdnnten mdglicherweise
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen nachgewiesen werden. Es wurden
20 Gene aus den cDNA-Microarray-Daten des basalen mRNA-Expressionsvergleichs
der Probandengruppen 2N vs 1N herausgefiltert, die in den anschlieRenden Analy-
sen mittels RTq-PCR validiert wurden. Die Analysen nach Tumorart-Subgruppen

wurden aufgrund der sehr geringen Fallzahlen nicht weiterverfolgt.

4.3.2. mRNA-Expression (RTq-PCR)

Die cDNA-Microarray-Ergebnisse wurden mittels RTg-PCR validiert. Zur Normalisie-
rung der mRNA-Expressionsmessung mittels RTq-PCR wurden zwei endogene Kon-
trollen, TBP und RRN18S, verwendet. Das Gen TBP zeigte eine sehr konstante Ex-
pression und RRN18S lasst Ruckschlisse auf den Gesamtexpressionsstatus der

Zelle zu. Deshalb wurden diese Gene fur die Normalisierung verwendet.

4.3.2.1. Basale mRNA-Expression

Die Validierung der 20 Kandidatengene aus der cDNA-Microarray-Untersuchung fur
den basalen mRNA-Expressionsvergleich der 2N-Probanden mit den 1N-Probanden
ergab, dass drei Gene, RAD9A, CDKN1A und FTH1, differentiell exprimiert sind (Er-
gebnisse, Abbildung 7). Die Gene FTH1 (+1,64x; p=0,041) und CDKN1A (+1,25x;
p=0,003) zeigten eine erhdhte MRNA-Expression und RAD9A (-2,40x; p=0,004) eine
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deutlich niedrigere mRNA-Expression in den 2N-Probanden im Vergleich zu den 1N-
Probanden.

FTH1 kodiert fur die schwere Untereinheit des Proteins Ferritin, welches seine
Hauptfunktion in der Eisenspeicherung hat. Das Gen FTH1 hat multiple Pseudogene
und einige alternativ gespleild3te Transkriptvarianten, deren biologische Funktionen
und Bedeutungen noch unklar sind. Defekte in Ferritinen sind assoziiert mit verschie-
denen neurodegenerativen Erkrankungen [42]. Es wird vermutet, dass Ferritine eine
regulatorische Rolle bei der zellularen Differenzierung haben. AuRerdem haben Ferri-
tine mit einem hohen H/L Verhaltnis (saure Isoferritine) eine inhibitorische Wirkung in
der Myelopoese bei Leukamiepatienten [43]. Im Zusammenhang mit Krebs wurde
bisher nur in Prostatatumoren eine Hochregulation der RNA-Expression von FTH1
festgestellt [44]. Allerdings ist die leicht erhdhte basale mMRNA-Expression von FTH1
in den 2N-Probanden aufgrund der hohen Expressionsvariabilitat, seiner multiplen
Pseudogene und etlicher alternativer Transkriptvarianten schwierig zu interpretieren.
FTH1 wurde trotz detektiertem Expressionsunterschied zwischen 2N- und 1N-
Gruppe deshalb nicht in die anschlieRenden Analysen miteingeschlossen.

CDKN1A, der Zyklin-abhangige Kinaseinhibitor 1A (p21), ist einer der Hauptregulato-
ren des G1/S Checkpoints und wichtig zur Unterbindung der Zellteilung nach DNA-
Schadigung [45]. Ein Expressions- oder Funktionsverlust von CDKN1A spielt bei der
Entwicklung oder dem Fortschreiten vieler humaner Malignome eine Rolle [46]. Da
CDKNZ1A eine wichtige regulatorische Rolle im Zellzyklus hat und im Zusammenhang
mit Tumorgenese steht, ist es denkbar, dass eine abnorme Expression von CDKN1A
in die Zweittumorentstehung involviert ist. Bei einer Untersuchung von SNPs im
CDKN1A-Gen konnte keine Assoziation mit Leukdmien im Kindesalter gefunden
werden [47].

Das Gen RAD9A (RAD9 homolog A) kodiert fur ein Zellzyklusprotein, das multiple
Funktionen hat. Es ist sowohl wichtig fir den Erhalt der genomischen Integritat, die
Zellzyklus-Checkpoint-Kontrolle, den Zellzyklusarrest, die DNA-Reparatur nach DNA-
Schadigung als auch fur die Apoptose. Eine abnormale Expression von RAD9A wur-
de in verschiedenen Studien mit Tumorgenese in Verbindung gebracht [48,49]. Da in
der basalen mRNA-Expression von RAD9A der grofite Unterschied zwischen den
2N-Probanden und den 1N-Probanden in der RTg-PCR (-2,40x; p=0,004) nachge-

wiesen wurde und eine veranderte Expression von RAD9A in Zusammenhang mit
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Tumorentwicklung beschrieben wurde, wurde die Expressionsanalyse von RAD9A
weiterverfolgt.

Die erhdhte Expression von CDKN1A und die stark reduzierte Expression von
RADY9A waren die deutlichsten Unterschiede beim Vergleich der basalen mRNA-

Expression von 2N-Probanden und 1N-Probanden.

4.3.2.2. Induzierte mRNA-Expression

Die DNA-Reparatur spielt fiir die Integritat des Genoms und das Uberleben einer Zel-
le besonders nach DNA-Schadigung eine wichtige Rolle. Bei der Krebsbehandlung
wird haufig die DNA-schadigende Strahlentherapie eingesetzt. Daher wurde in dieser
Studie untersucht, ob Unterschiede zwischen den 1N- und 2N-Patienten in der
MRNA-Expression von DNA- Reparaturgenen nach der Bestrahlung der Probanden-
zellen vorliegen. Analysiert wurde hierzu die mRNA-Expression der Gene RAD9A,
CDKNI1A, RFC2, KRT17 und VIM nach Induktion der DNA-Reparatur durch 1 Gy Be-
strahlung in den Zellen der Probanden.

Die mRNA-Expression des Gens CDKN1A, welche in beiden Probandengruppen 4 h
nach der Bestrahlung ca. zweifach hochreguliert vorlag, kann als Beweis fur die In-
duktion der DNA-Reparatur gewertet werden (Daten nicht gezeigt). CDKN1A zeigte
allerdings keinen Unterschied zwischen den Probandengruppen. Unterschiede zwi-
schen den Probandengruppen in der mRNA-Expression nach Bestrahlung fanden
sich nur flir das Gen RAD9A (Ergebnisse, Abbildung 8). Nach Verrechnung auf das
Ausgangsexpressionsniveau der jeweiligen unbehandelten Zellen, zeigte die 2N-
Gruppe eine deutlich niedrigere RAD9A mRNA-Expression 1 h (-1,17x; p=0,041) und
4 h (-1,10x; p=0,041) nach der 1 Gy Bestrahlung. Es konnte im gewahlten Zeitfenster
keine Hochregulation der RAD9A-mRNA-Expression nach der Bestrahlung detektiert
werden. Da es fir DNA-Reparaturgene eher unwahrscheinlich ist, dass sie nach
Strahlenexposition herunterreguliert werden (siehe z. B. CDKN1A), vermuten wir,
dass es sehr fruh (0-1 h) nach der Behandlung moglicherweise zu einer Hochregula-
tion gekommen sein muss. Daruber, wie sich eine 1 Gy Bestrahlung auf die RAD9A-
MRNA-Expression in Fibroblasten auswirkt, ist nichts bekannt. Es gibt z. B. eine Stu-
die an Lungenkrebszelllinien mit verschiedener Radiosensitivitat, bei der die mRNA-
Expression des Gens RAD9A in radioresistenten Lungenkrebszellen differentiell re-

guliert war; 6 h nach Bestrahlung kam es zu einer leichten Hochregulation von
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RAD9A; 24 h nach Bestrahlung zeigten die radioresistenten Lungenkrebszellen da-
gegen eine herunterregulierte Expression von RAD9A [50]. Die RAD9A-Expression
fur frihe Zeiten (0-1 h) nach Bestrahlung wurde nicht untersucht.

Vergleicht man nur die 2N-Probanden mit den 1N-Probanden, unbehandelt als auch
bestrahlt nach 1, 4 und 24 h, fallt fir alle Proben der deutliche, etwa gleich bleibende
RAD9A-Expressionsunterschied zwischen den Probandengruppen auf. Dies ist als
Graphik hier noch mal zusatzlich in Abbildung 34 dargestellt. Ohne DNA-
Reparaturinduktion zeigten die 2N-Patienten im Vergleich zu den 1N-Patienten (sie-
he auch Ergebnisse, Abbildung 7) einen deutlich reduziertes RAD9A-mRNA-Level (-
2,40x, p=0.004), aber auch 1 h (-2.54x, p=0.003), 4 h (-2.62x, p=0.003), und 24 h (-
2.54x, p=0.003) nach Bestrahlung.
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Abbildung 34: Verminderte RAD9A-mRNA-Expression in unbehandelten und bestrahlten (1 h, 4 h und
24 h nach 1 Gy) Fibroblasten der 2N-Patienten im Vergleich zu den 1N-Patienten. mRNA wurde mit-
tels RTg-PCR quantifiziert (normalisiert mit der AA-CT Methode und zwei endogenen Kontrollgenen).
Die Boxplots zeigen die gematchten 2N vs 1N Expressionsratios. Ausrei3erwerte sind mit ° und ex-
treme AusreiRer mit * markiert. 2N-Patienten zeigen im Vergleich zu den 1N-Patienten einen reduzier-
tes RAD9A-mRNA-Level ohne Induktion (-2,40x, p=0,004) als auch 1 h (-2,54x, p=0,003), 4 h (-2,62x,
p=0,003), und 24 h (-2,54x, p=0,003) nach 1 Gy Bestrahlung.

Unabhangig von der Strahlenexposition scheint dieser Expressionsunterschied zwi-
schen den Probandengruppen konstant vorzuliegen. Nur drei Probandenpaare zeig-
ten sowohl behandelt als auch unbehandelt eine erhdhte RAD9A-mRNA-
Expressionswerte fir den 2N/1N-Vergleich (siehe Ausreil’erwerte, Abbildung 7 und
34). Fur diese drei Probandenpaare konnten allerdings keine Gemeinsamkeiten (z.

B. bezuglich der Tumorart) gefunden werden.
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4.3.3. Proteinexpression

4.3.3.1. Basale Proteinexpression

Zur weiteren Abklarung des RAD9A-Expressionsunterschieds wurde die nukleare
Proteinexpression von RAD9A und 19 weiterer DNA-Reparaturproteine mittels Anti-
korper-Microarrays untersucht. Hierbei konnte fur RAD9A und funf weitere Proteine,
GTBP/MSH6, GADD153/DDIT3, BRCA1, p53, RAD51, eine unterschiedliche Prote-
inexpression in den uninduzierten Zellen der 2N-Probanden verglichen mit den 1N-
Probanden detektiert werden (Ergebnisse, Abbildung 17). Die 2N-Probandengruppe
zeigte hierbei einen niedrigeren Proteinexpressionslevel von BRCA1 (-1,36x;
p=0,017), RAD51 (-1,37x; p=0,009), p53 (-1,18x; p=0,003), GTBP/MSH6 (-1,16Xx;
p=0,021), GADD153/DDIT3 (-1,27x; p=0,011) und RAD9A (-1,38x; p=0,04) vergli-
chen mit der 1N-Probandengruppe. Hierbei war RAD9A das Gen mit der am starks-
ten herunterregulierten Proteinexpression in den 2N-Patienten gegenuber den 1N-
Patienten. Dieser Trend der RAD9A-Proteinexpression in den 2N-Patienten konnte
auch in den exemplarischen Western Blots (ca. -1,54x) sichtbar gemacht werden
(Ergebnisse, Abbildung 15). Flr die gemessenen Proteine RAD9A und ATM wurden
auch mRNA-Expressionsuntersuchungen durchgefiuhrt. Das Gen ATM zeigte sowohl
in der basalen mMRNA-Expression als auch in der Proteinexpression keinen Unter-
schied im Probandengruppenvergleich (Daten nicht gezeigt). Das Gen RAD9A zeigte
einen Ubereinstimmenden niedrigeren Level fur die basale mRNA- und Proteinex-
pression bei der 2N-Probandengruppe im Vergleich zur 1N-Probandengruppe.

Im Nachfolgenden werden nun die Gene BRCA1, RAD51, p53, GTBP/MSHS6,
GADD153/DDIT3 und RAD9A, die einen niedrigeren basalen Proteinlevel bei den
2N-Patienten zeigten, diskutiert. Diese sechs basal niedriger exprimierten Proteine in
den 2N-Probandenfibroblasten sind alles Proteine, die bei der DNA-Reparatur eine
Rolle spielen und unter bestimmten Bedingungen zur Krebsentstehung beitragen
konnen. Sie wirken aber nur zum Teil in denselben Pathways (z.B. BRCA1 und
RAD51 in der DSB-Reparatur). Eine verminderte Expression dieser Proteine kdnnte
ein moglicher Risikofaktor fir die Krebsentwicklung sein, da eine prazise Regulation

der Expression insbesondere nach DNA-Schadigung erforderlich ist.
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Das Gen BRCAL (breast cancer 1, early onset) kodiert fur ein nukleares Phosphopro-
tein, das eine wichtige Rolle bei der Erhaltung der genomischen Integritat spielt, bei
DNA-Reparatur von Doppelstrangbrichen, Rekombination und Transkription mitwirkt
und als Tumorsuppressor agiert. Das Protein BRCA1 interagiert mit den Proteinen
RAD51 und BRCA2. Mutationen oder Deletionen des BRCA1-Gens erhdhen die
Wahrscheinlichkeit der Tumorbildung und sind in besonderem Malie flr erblichen
Brustkrebs verantwortlich, aber auch fur Ovarial-, Kolon-, Pankreas- und Prostata-
karzinome [51]. Die reduzierte, konstitutive Proteinexpression des Tumorsuppressors
BRCAL bei den 2N-Probanden kdnnte somit eine Krebspradisposition darstellen. Fur
die maligne Entartung einer Zelle bedarf es allerdings (nach Knudson’s two-hit Hypo-
these) bei Tumorsuppressorgenen zumeist des Funktionsverlusts beider Allele [21].
Das Gen RAD51 (RAD51 homolog) kodiert fur ein wichtiges Protein der homologen
DNA-Rekombinationsreparatur. Dieses Protein bildet komplexe Netzwerke mit DNA-
Schadenssensoren, Tumorsuppressoren, Zellzyklus- und Apoptoseregulatoren und
spielt in Interaktion mit BRCA1 und BRCA2 eine wichtige Rolle in der zellularen Ant-
wort auf DNA-Schadigung. Mutationen im Gen sind assoziiert mit Tumorgenese.
RAD51 wurde in vielen Krebsarten Uberexprimiert gefunden [52,53]. Da die Proteine
BRCA1 und RADS51 interagieren und in unseren Ergebnissen fur beide eine niedrige-
re Proteinmenge in den 2N-Probanden gefunden wurde, stellt die niedrigere Protein-
expression von RAD51 wahrscheinlich einen DNA-Reparaturnachteil fur die Zellen
dar.

Das Protein p53 (Tumor protein p53) hat eine Schllsselrolle in der Antwort auf zellu-
laren Stress. Als DNA-bindender Transkriptionsfaktor vermittelt es Veranderungen in
der Genexpression, die Zellzyklusarrest, Apoptose, Seneszenz oder DNA-Reparatur
induzieren, und wirkt als Tumorsuppressor. Mutationen in p53 kommen haufig in
Krebszellen vor. Keimbahnmutationen in p53 verursachen das Li—-Fraumeni-Syndrom
(LFS). Mutationen in p53, ob somatisch oder vererbt, stellen einen Krebsrisikofaktor
dar [54]. p53 setzt sehr viele DNA-Reparaturprozesse in Gang, sodass eine geringe-
re konstitutive Proteinmenge bei den 2N-Probanden eine Tumorgenese begunstigen
kdnnte.

GTBP/MSH6 (MutS homolog 6) ist ein wichtiges DNA-Mismatch-Reparaturprotein,
das zusammen mit MSH2 einen Mismatch-Erkennungskomplex bildet. Patienten mit
erblichem nicht-polypésen Kolonkarzinom (HNPCC) und Endometriumkarzinom zei-

gen Mutationen im MSH6-Gen. Eine reduzierte Expression von GTBP/MSH6, einem
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wichtigen Mismatch-Reparaturprotein, fihrt vermutlich zu einer verminderten Repara-
turkapazitat [55,56], sodass die 2N-Probanden moglicherweise durch die geringere
konstitutive GTBP/MSHG-Proteinexpression einen DNA-Reparaturnachteil haben.
Das GADD153/DDIT3 (DNA damage-inducible transcript 3) Protein ist ein Transkrip-
tionsfaktor, der zur Familie der CCAAT/Enhancer-binding Proteine (C/EBP) gehdrt.
Dieses Protein spielt eine Rolle in der Lipogenese und Erythropoese, wird aktiviert
durch Stress des Endoplasmatischen Retikulums und fordert die Apoptose. Es finden
sich beim Liposarkom oder Ewing-Sarkom, durch chromosomale Translokationen
generierte, Fusionsprodukte der Gene DDIT3 und FUS [57]. GADD153/DDIT3 ist ein
potentieller Tumorsuppressor und involviert in die Regulation des Zellwachstums und
der Differenzierung. In Patienten mit chronischer myeloischer Leukamie (CML) wurde
eine Hypermethylierung des DDIT3-Promotors und ein signifikant niedrigerer
Transkriptlevel von DDIT3 im Vergleich zu nicht betroffenen Kontrollen nachgewie-
sen [58]. Der konstitutiv niedrigere Proteinlevel von GADD153/DDIT3 der 2N-
Probanden kénnte von Nachteil fir die Zelle sein und somit vielleicht einen Krebsrisi-
kofaktor darstellen.

Das Zellzyklus-Checkpoint-Protein RAD9A (RAD9 homolog A), welches bereits er-
wahnt wurde (Diskussion 4.3.2.1.), wird fur den Zellzyklusarrest bendtigt und inter-
agiert bei der DNA-Reparaturantwort. Das Protein RADSA besitzt eine 3'-5'-
Exonukleaseaktivitat, die vermutlich eine Rolle bei der Detektion und der Reparatur
von DNA-Schaden spielt. Es wird vermutet, dass viele dieser Funktionen durch den
nuklearen Proteinkomplex RAD9A-HUS1-Rad1 vermittelt werden [48,49]. Eine ab-
normale Expression von RAD9A wird mit Tumorgenese in Verbindung gebracht.
RADOYA kann als Tumorsuppressor agieren, sodass die reduzierte basale Proteinex-
pression in den 2N-Probanden einen moglichen Nachteil in der DNA-

Reparaturkapazitat bedeutet.

4.3.3.2. Induzierte Proteinexpression

Die DNA-Reparatur ist insbesondere nach DNA-Schadigung essentiell fiir das Uber-
leben der Zelle. In der Krebstherapie spielt die DNA-schadigende Bestrahlung eine
wichtige Rolle. Daher wurde im Weiteren untersucht, ob es Unterschiede zwischen
den Probandengruppen in der Proteinexpression von DNA-Reparaturproteinen nach

einer Bestrahlung der Probandenzellen gibt. Der Vergleich der Probandengruppen
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2N und 1N ergab hier, dass die drei Proteine, GTBP/MSH6, GADD153/DDIT3 und
RADYA, Unterschiede in der Expression nach der 1 Gy Induktion zeigten (Ergebnis-
se, Abbildung 18-20). 1 h nach der Bestrahlung konnten die Proteine GTBP/MSHG6
und GADD153/DDIT3 mit niedrigerem Proteinlevel in den 2N-Probanden detektiert
werden und 4 h nach der Induktion wurde ein geringerer RAD9A-Proteinlevel in den
2N-Probanden gemessen. Insgesamt zeigte RAD9A in der Proteinexpression die
groliten Unterschiede zwischen den beiden Probandengruppen.

FUr die drei Proteine GTBP/MSH6, GADD153/DDIT3 und RADSA wurde schon in
den nicht induzierten Zellen der 2N-Probanden eine deutlich niedrigere Proteinex-
pression gemessen und auch nach einer Bestrahlung mit 1 Gy.

Fir das Protein GTBP/MSH6 kam es zu keinem Anstieg der Proteinexpression (Er-
gebnisse, Abbildung 19) nach der Bestrahlung der Zellen beider Probandengruppen,
aber 1 h nach der 1 Gy Strahlenexposition zeigten die 2N-Probanden eine deutlich
verringerte Proteinexpression von GTBP/MSH6 (-1,21x; p=0,004) im Vergleich zu
den 1N-Probanden. Dagegen wurde fir GADD153/DDIT3 eine ansteigende Protein-
expression (Ergebnisse, Abbildung 20) in den Zellen beider Probandengruppen nach
der Bestrahlung gemessen. Fur den Zeitpunkt 1 h nach der Bestrahlung zeigten die
2N-Probanden einen deutlich geringeren Anstieg des GADD153/DDIT3-Proteinlevels
(-1,13x; p=0,019) im Vergleich zu den 1N-Probanden. Auch die RAD9A-
Proteinexpression (Ergebnisse, Abbildung 18) stieg nach der 1 Gy Bestrahlung der
Zellen bei beiden Probandengruppen an. 1 h nach Induktion konnte bei beiden
Gruppen eine etwa zweifach erhdhte RAD9A-Proteinmenge detektiert werden, wobei
die 2N-Probanden hier eine etwas geringere Expressionsanderung zeigten. 4 h nach
der Bestrahlung wurde bei den 2N-Probanden ein deutlich geringerer RAD9A-
Proteinexpressionslevel (-1,44x; p=0,012) im Vergleich mit den 1N-Probanden ge-
messen.

GTBP/MSH6, GADD153/DDIT3 und RAD9A wurden bereits in der Diskussion darge-
stellt (siehe Diskussion 4.3.2.1. und 4.3.3.1.). Diese drei Proteine, GTBP/MSH®6, ein
wichtiges DNA-Mismatch-Reparaturprotein, GADD153/DDIT3, ein potentieller Tu-
morsuppressor, und RAD9A, ein Protein mit multiplen Funktionen, wichtig bei Zell-
zyklus-Checkpoint-Kontrolle und DNA-Reparatur, sind essentiell fir das Uberleben
der Zelle nach einer DNA-Schadigung. Eine verminderte Expression dieser Proteine

konnte bei und nach einer Bestrahlung ein moglicher Risikofaktor fur die Zellen sein.
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Gerade die prazise Regulation von DNA-Reparaturproteinen ist wichtig um eine Tu-
morgenese zu unterbinden.

Die bei den 2N-Probanden am starksten verringerte Expression auf Protein- als auch
auf mMRNA-Ebene basal als auch nach 1 Gy Bestrahlung wurde fir RAD9A detektiert.
Fur RAD9A wurde eine abnormale Expression im Zusammenhang mit Tumorgenese
beschrieben [48]. Der verringerte Expressionslevel von RAD9A bei den 2N-

Probanden stellt einen potentiellen Krebspradispositionsfaktor dar.

4.3.4. DNA-Methylierung

Da die DNA-Methylierung als epigenetische Modifikation im Allgemeinen zur Ab-
schaltung eines Gens fuhren kann und die Veranderung der Methylierung z. B. von
wichtigen DNA-Reparaturgenen zur Krebsentstehung beitragen kann, wurde die
Promotormethylierung einiger in der Literatur als Krebs-relevant bekannter sowie in
unserer Studie bzgl. Expression auffalliger Gene untersucht, um Unterschiede zwi-
schen den Probandengruppen aufzudecken. Die Untersuchung der Promotormethy-
lierung von acht Genen mittels Bisulfit-Pyrosequenzierung ergab, dass die beiden
Probandengruppen 2N und 1N nur bei der Methylierung des Gens p16/CDKN2A ei-
nen Unterschied zeigten (Ergebnisse, Abbildung 25).

Das auffallige Gen p16/CDKN2A (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) ist ein Tu-
morsuppressorgen, welches das Zellwachstum Uber den p16-CDK4-RB-Weg am
G1/S-Zellzyklus-Checkpoint kontrolliert. Dieses Gen findet sich haufig mutiert oder
deletiert in Tumoren. Eine aberrante Methylierung der CpG-Insel ist der Hauptme-
chanismus zur Inaktivierung von p16 in der frihen Karzinogenese, so dass die pl6-
Methylierung als potentieller Biomarker zur Friherkennung von malignen Transfor-
mationen verwendet wird [59].

In unseren Analysen konnte flur die 2N-Probandengruppe eine geringfligig niedrigere
pl6-Methylierung im Vergleich zur 1N-Probandengruppe (ca. -0,5%, p=0,004) detek-
tiert werden. Bei beiden Gruppen wurde eine fast vollstandige Hypomethylierung des
Gens pl16/CDKN2A nachgewiesen. Die 2N-Gruppe zeigte dabei etwa 2% und die
1N-Gruppe etwa 2,5% Methylierung im Mittel. Die Tatsache, dass die 1N-Gruppe den
leicht hoheren Wert und somit die starkere Tendenz zur Inaktivierung anzeigt, wider-
spricht unserer Hypothese, dass die 2N-Probandengruppe die hdhere Krebspra-

disposition aufweist. Man kann davon ausgehen, dass dieser geringe Unterschied
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bei einer fast vollstdndigen Hypomethylierung der meisten Proben (1-5% Methylie-
rung) keine funktionelle Bedeutung hat. Hochstwahrscheinlich handelt es sich bei
diesem 0,5% Unterschied nicht um einen regulatorischen Effekt, sondern um eine
statistische Schwankung. Die Messwerte der Pyrosequenzierung zeigen bei techni-
schen Wiederholungen eine Messungenauigkeit von +2%.

Fir das Gen RAD9A wurde in dieser Analyse die Methylierung der putativen regula-
torischen Region in Intron 2 des Gens untersucht. Es ist bekannt, dass die Methylie-
rung dieser Region die RAD9A-Expression beeinflusst [60]. Diese Region war in den
uninduzierten Zellen der 2N- und 1N-Probanden nahezu unmethyliert (4-10% Methy-
lierung). Es wurde kein deutlicher Unterschied in der Methylierung der 2N-
Probanden- und der 1N-Probandengruppe gefunden, der die Expressionsunterschie-

de zwischen den beiden Probandengruppen erklaren konnte.

4.3.5. DNA-Reparaturkinetik

Bei der Analyse der DNA-Reparaturkinetik nach 1 Gy Bestrahlung wurden die
Fibroblasten der 2N-Probanden und sechs gesunder Kontrollindividuen (kein Krebs)
mittels Immunfluoreszenz-Assay zum Nachweis von yH2AX-Foci untersucht. Mit der
verwendeten Detektionsmethode wurden strahleninduzierte DNA-Strangbriche,
hauptsachlich Doppelstrangbriche (DSBs) aber auch Einzelstrangbriche (SSBs),
Uber die Phosphorylierung des Histons H2AX nachgewiesen. Auf die Entstehung von
DNA-Briuchen folgt immer die Phosphorylierung des Histons H2AX, einem Mitglied
der H2A-Protein-Familie, durch Kinasen. Das phosphorylierte Protein, y-H2AX, stellt
den ersten Schritt der Rekrutierung und Lokalisierung weiterer DNA-
Reparaturproteine dar. Die Reparatur der DSBs findet zellzyklusabhangig durch
Nicht-homologes Endjoining (NHEJ) oder Homologe Rekombination (HR) statt
[61,62].

Im gegebenen Versuchsaufbau zeigten alle Zelllinien nach der 1 Gy Bestrahlung an-
hand der Foci-Zahlen einen normalen Reparaturverlauf, mit einer frihen sehr hohen
Foci-Zahl pro Kern, die dann nach 24 h wieder auf etwa das Niveau der unbehandel-
ten Zellen absank (Ergebnisse, Abbildung 29). Nach statistischer Datenanalyse
konnte kein Unterschied in den Foci-Mittelwerten und der Foci-Verteilung zwischen
den Kontrollen und den 2N-Probanden gefunden werden. Da die Untersuchung der

DNA-Reparaturantwort Uber die y-H2AX-Foci eine sehr sensitive Methode ist, kann
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davon ausgegangen werden, dass keine der untersuchten Kontrollindividuen und 2N-
Probanden einen Defekt in der NHEJ- und HR-DNA-Reparatur aufweisen. Aufgrund
dieser Ergebnisse und des hohen Zeitaufwands fur diese Experimente wurde diese
Analyse mit den 1N-Probandenzellen nicht durchgefuhrt.

Als problematisch stellte sich bezuglich des Versuchsaufbaus der Einsatz sub-
konfluenter proliferierender Zellen dar. Da sich diese Zellen in verschiedenen Zellzyk-
lusphasen befanden, kam es bei der Auswertung zu einer teilweise recht starken
Streuung bei der Foci-Verteilung. Die Verwendung synchronisierter Zellen hatte hier
madglicherweise zu einer gleichmaRigeren Verteilung gefuhrt. Da in unserer Analyse
die Foci in Uber 100 Zellkernen pro Probe mittels halbautomatisierter Zahlung (Meta-

fer 4 Software) ausgewertet wurden, ergab sich ein stabiles Messergebnis.

4.3.6. DNA-Kopienzahlvariationen (Copy Number Variations, CNVs)

In der genomweiten SNP-Array-Analyse mittels dem Affymetrix GeneChip Genome
Wide Human SNP array 6.0 konnte kein genereller genomweiter Unterschied bzgl.
SNPs, CNVs, Deletionen oder Duplikationen zwischen den beiden Probandengrup-
pen festgestellt werden. Dieses Ergebnis ist wahrscheinlich auf das kleine und zu-
dem heterogene Patientenkollektiv mit verschiedenen Krebserkrankungen zurtickzu-
fuhren. In groRer angelegten Studien mit homogeneren Probandengruppen ist es
durchaus moglich, mit dieser Art Screening potentiell krankheitsrelevante Unter-
schiede zu detektieren. So wurden z. B. in einer japanischen Studie von 2010 zur
Untersuchung akuter lymphatischer Leukamie im Kindesalter mittels genomweiter
SNP-Arrays sechs SNPs in vier Genen (HAO1, EPB41L2, C20rf3, MAN2A1) gefun-
den, die moglicherweise in Zusammenhang mit erhohter Krebsanfalligkeit im frihen
Kindesalter stehen [63].

Wegen des RAD9A-Expressionsunterschieds zwischen den Probandengruppen wur-
de die genomische Region des RAD9A-Gens auf Chromosom 11q13.1 in allen 2N-
und 1N-Patienten auf CNVs untersucht. Dieser Bereich ist bei verschiedenen Krebs-
arten haufig amplifiziert [60]. Alle untersuchten 1N- und 2N-Probanden zeigten in die-
ser Analyse zwei Kopien des RAD9A-Gens, sodass der Expressionsunterschied

zwischen den beiden Probandengruppen nicht auf eine CNV zuriackzufuhren ist.
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Die FISH- und die gPCR-Methode wurde hier nur zur individuellen Validierung der im
Array angezeigten CNVs verwendet, aber nicht zum gesamten Probandengruppen-
vergleich eingesetzt.

In einer weiteren momentan laufenden Studie sollen nun die individuellen Unter-
schiede in der DNA-Kopienzahl aus der genomweiten SNP-Array-Analyse validiert

werden.

4.3.7. Zusammenfassung des Probandengruppenvergleichs und mdégliche

Schlussfolgerungen

Um die Hypothese zu untersuchen, dass Modulationen in  DNA-
Reparatursignalwegen das Risiko einer Zweittumorentwicklung nach Therapie (durch
Bestrahlung oder Behandlung mit DNA-schadigenden Substanzen) einer Krebser-
krankung im Kindesalter beeinflussen, wurden Genexpression und genetische sowie
epigenetische Faktoren in den primaren Fibroblasten der gematchten Zweit- (2N) und
Eintumorpatienten (1N) verglichen. Zum einen wurde sowohl die konstitutive als auch
die induzierte (durch Bestrahlung) mRNA- und Proteinexpression von DNA-
Reparatur-assoziierten Genen in den primaren Fibroblasten der 2N- und 1N-
Patienten analysiert. AulRerdem wurde in den Fibroblasten der Patienten die Methy-
lierung einiger krebsrelevanter Gene gemessen, genomweit nach CNVs gesucht und
eine Analyse zur Reparaturkinetik/-kapazitat nach Induktion von DNA-Schaden
(durch Bestrahlung) durchgeflhrt.

Die aufschlussreichsten Ergebnisse lieferten die Proteinuntersuchungen mittels Anti-
korper-Microarrays. Hierbei wurde in den primaren Fibroblasten der 2N-Probanden
verglichen mit den 1N-Probanden fur sechs der 19 untersuchten DNA-
Reparaturproteine, RAD9A, GTBP/MSH6, GADD153/DDIT3, BRCA1, p53 und
RADS51, eine konstitutiv erniedrigte Expression detektiert. Nach Induktion durch Be-
strahlung zeigten wiederum drei Proteine, RAD9A, GTBP/MSH6 und
GADD153/DDIT3, die auch schon konstitutiv aufgefallen waren, eine niedrigere Ex-
pression bei den 2N-Probanden. Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass
die DNA-Reparatursignalwege der 2N-Patienten weniger leistungsfahig bei der Be-
waltigung der DNA-Schaden sind, verglichen mit denen der 1N-Patienten. Bei den
Expressionsuntersuchungen auf mRNA- und Proteinebene ist das Gen RAD9A be-

sonders aufgefallen. In den primaren Fibroblasten konnte eine geringere sowohl
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konstitutive als auch DNA-Schadeninduzierte RAD9A mRNA- und Proteinexpression
bei den 2N-Patienten festgestellt werden. Das verringerte Expressionsniveau von
RADOYA in den 2N-Probanden stellte den deutlichsten mRNA- und Proteinexpressi-
onsunterschied dar. Es wurde ausgeschlossen, dass die differentielle RAD9A-
Expression durch DNA-Methylierung oder CNVs vermittelt wird.

Das Gen RAD9A ist evolutionar hoch konserviert, was generell als guter Indikator fur
funktionale Signifikanz angesehen wird. Das Protein RAD9A ist in multiplen Signal-
wegen wie Basenexzisionsreparatur, homologe Rekombination, Mismatch-Reparatur
als auch in Zellzykluskontrolle und Apoptose von Bedeutung. Viele dieser Funktionen
werden vermutlich durch den nukledren Proteinkomplex RAD9A-HUS1-Rad1 vermit-
telt [48,49]. Es wurde festgestellt, dass Maus-Rad9”- und Rad9*"-Knockout-Zellen
[64] und humane RNAi Knockdown-Zellen mit reduziertem RAD9A-Level [65] auf
verschiedene Arten von DNA-Schadigung empfindlich reagieren, und eine genomi-
sche Instabilitdt, DNA-Reparaturdefizienz und veranderte Zellzyklus-Checkpoints
zeigen. Die embryonale Letalitit der Maus-Rad9”-Mutation weist darauf hin, dass
die multiplen Funktionen von RAD9A essentiell fur die Embryogenese und eine nor-
male Entwicklung sind. AuBerdem sind Mause mit Rad9”-Deletion in Keratinozyten
hochgradig anfallig fir Genotoxin-induzierte Hauttumorbildung [66,67]. Rad9™-
Keratinozyten zeigen eine gro3e Anzahl spontaner und Genotoxin-induzierter DNA-
Bruche, eine aberrante Zellzyklusverteilung und eine erhdhte Apoptoserate. Diese
Funde unterstitzen die Ansicht, dass RAD9A als Tumorsuppressor in Haut und an-
deren Geweben fungiert, indem RAD9A die DNA-Reparatur in geschadigten Zellen
fordert, das Genom stabilisiert und so einer Tumorgenese entgegenwirkt. Allerdings
ist interessant, dass beides, eine Herunterregulation als auch eine Hochregulation
der RAD9A-Expression mit Tumorgenese assoziiert ist [48]. Eine RAD9A-
Uberexpression wurde in verschiedenen Tumoren wie Brustkrebs [60], Lungenkrebs
[68], Schilddrisenkrebs [69] und Prostatakrebs [70] beobachtet. Das deutet darauf
hin, dass RAD9A auch als Onkogen fungieren kann, das zur aberranten Transaktivie-
rung von Downstream-Zielgenen fuhrt. Im Allgemeinen korreliert hier die RAD9A-
Menge mit TumorgréfRe und/oder Tumorstadium. RAD9A gehdrt also zur wachsen-
den Gruppe der Gene mit einer dualen Rolle bei Krebs. Abhangig von Zelltyp und
Gewebe kann es entweder eine tumorfordernde oder eine tumorunterdrickende Ak-
tivitat zeigen [48]. Die Mechanismen, durch die das multifunktionale Protein RAD9A

als ein Onkogen und ein Tumorsuppressorgen agieren kann, sind bisher unbekannt.
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Unsere Ergebnisse legen nahe, dass die konstitutive RAD9A-Expression als auch
das Ausmald der induzierten RAD9A-Expression nach DNA-Schadigung sich zwi-
schen den Zweittumor- (2N) und den Eintumorpatienten (1N) unterscheidet. Wir
nehmen an, dass RAD9A in Hautfibroblasten und moglicherweise auch anderen
normalen Korperzellen als Tumorsuppressor wirkt und dabei hilft, einer Zweittumor-
entwicklung entgegenzuwirken. In Anbetracht dieser Ergebnisse ist RAD9A ein guter

Kandidat als moglicher Pradispositionsfaktor fur eine Zweittumorentwicklung.

4.3.8. Ausblick Probandengruppenvergleich

Zukunftig konnte eine Analyse der RAD9A-Expression in Fibroblasten und anderen
somatischen Zelltypen innerhalb eines groleren Patientenkollektivs (mit z. B. nur
einer Tumorart) die Rolle von RAD9A bei der Chemo- oder Radiotherapie induzierten
Karzinogenese weiter aufklaren. Hierzu mussten weitere 2N- und 1N-Probanden und
zusatzlich gematchte gesunde Kontrollen rekrutiert werden. Fur unser Patientenkol-
lektiv sind weiterfUhrende Studien zur Reparaturkinetik einschlielBlich Zellzyklusana-
lysen geplant (bei Prof. Lobrich, Radiation Biology and DNA Repair, TU-Darmstadt).
Bezuglich des RAD9A-Expressionsunterschieds der Probandengruppen sind Analy-
sen des Zellzyklus interessant, da RAD9A als Zellzykluscheckpointprotein bei der
Zellzykluskontrolle eine wichtige Rolle spielt.

AuRerdem ist es angedacht, weitere fehlende mRNA- und Proteinexpressionsmes-
sungen zu erheben. Aus den Ergebnissen der genomweiten SNP-Array-Analyse sol-
len noch die individuellen Unterschiede in der DNA-Kopienzahl fir die einzelnen
Probanden extrahiert und validiert werden. Im Weiteren ist geplant, Stammbaumana-
lysen durchzufihren um eine mdglicherweise erbliche Krebspradisposition der ein-

zelnen Probanden nachzuweisen.



Diskussion 104

4.4. Zwillingsvergleich

Um Hinweise fur die erhdhte Krebspradisposition des 2N-Probanden KKR A24 zu
erhalten, wurden separate Vergleiche mit seinem monozygoten, gesunden Zwilling
KKR D24 durchgefuhrt. Die Studienteilnahme des gesunden, monozygoten Zwillings
als perfekt gematchte gesunde Kontrolle zu dem 2N-Probanden war aufgrund des
gleichen genetischen Hintergrunds wissenschaftlich besonderes interessant. Verglei-
che z. B. der Genexpression von monozygoten Zwillingen sind besonders interes-
sant, weil es bei genetischer Identitat einfacher ist, moglicherweise krebsrelevante

Unterschiede zu detektieren [71].

4.4.1. mRNA-Expression (cDNA-Microarray)

Um Unterschiede in der konstitutiven mRNA-Expression in den Fibroblasten der Zwil-
linge aufzudecken, wurde der 2N-Proband A24 mit seinem monozygoten gesunden
Zwilling D24 im cDNA-Microarrayexperiment direkt verglichen. Dieser Vergleich er-
gab neun potentiell unterschiedlich regulierte Gene, die mittels RTq-PCR anschlie-

Rend validiert wurden.

4.4.2. mRNA-Expression (RTg-PCR)

4.4.2.1. Basale mRNA-Expression

FUr drei der neun Gene aus dem cDNA-Microarray-Screening konnten die Unter-
schiede in der konstitutiven mRNA-Expression mittels RTg-PCR bestatigt werden. In
den unbehandelten Fibroblasten des 2N-Zwillings waren im Vergleich zu denen des
gesunden Zwillings zwei Gene, KRT17 (-5,55x) und RSPO3 (-2,79x), stark vermin-
dert und ein Gen, SIRT2 (+1,61x), deutlich hoher exprimiert (Ergebnisse, Abbildung
10). Diese drei Gene werden im Folgenden diskutiert.

Das Gen KRT17 kodiert fur das Intermediarfilament Keratin 17, welches vor allem in
der Epidermis exprimiert wird (z. B. in Nagelbett, Haarfollikeln und Talgdrtisen). Mu-
tationen in KRT17 fuhren zu Pachyonychia congenita vom Typ Jackson-Lawler und
Steatocystoma multiplex [72]. KRT17 fordert die epitheliale Proliferation und das Tu-

morwachstum. Es wurde gezeigt, dass die genetische Eliminierung des Proteins Ke-
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ratin 17, das in Tumoren der Haut Uberexprimiert wird, zur Verzégerung der Tumor-
entstehung und des Tumorwachstums fuhrt [73]. Eine erhohte KRT17-mRNA-
Expression wurde im oralen Plattenepithelkarzinom im Vergleich zu nicht bosartigen
Lasionen im Mund festgestellt [74]. Im Zusammenhang mit Krebs wurde nur die
Hochregulation von KRT17 beobachtet, sodass die beim 2N-Zwilling detektierte stark
erniedrigte konstitutive mRNA-Expression schwierig zu interpretieren ist und hochs-
tens als eine Fehlregulation beim 2N-Zwilling eingeschatzt werden kann.

Das Gen RSPO3 kodiert das R-Spondin-3-Protein, ein Mitglied der Thrombospondin
Typ 1 Familie. Das Protein RSPO3 hat eine wichtige Rolle in der Wnt/B-catenin-
Signalkaskade, reguliert Uber epitheliale Zell-Zell-Kontakte Zellwachstum und Ent-
wicklung und foérdert so z. B. embryonale Angiogenese [75], aber auch die Tumor-
entwicklung. Durch Onkovirus-Integration kommt es in der genomischen Region von
RSPO3 haufig zur Hochregulation. Es wurde gezeigt, dass die Uberexpression von
RSPO3 in p53-defizienten Brustepithelzelllinien (bei Injektion in Mause) die Tumor-
genese fordert und RSPO3 dabei als Onkogen fungiert. In Brusttumoren ohne provi-
rale Integration im RSPO3-Locus konnte zum Teil Uberhaupt keine RSPO3-
Expression detektiert werden [76]. Bei der in den primaren Fibroblasten des 2N-
Zwillings nachgewiesenen niedrigeren RSPO3-mRNA-Expression konnte es sich
madglicherweise um eine krebsrelevante, aberrante Expression handeln.

Das Gen SIRT2 ist ein Mitglied der Genfamilie der Sirtuine Klasse | und kodiert das
Protein Sirtuin 2, eine dem Zytoskelett angehdrende Tubulin-Deacetylase. Die Funk-
tion der humanen Sirtuine ist nicht gesichert. Es werden interzellulare regulatorische
Prozesse vermutet. Der genomische SIRT2-Locus ist in humanen Gliomen haufig
deletiert. Fir humane Gliome und Gliom-Zelllinien konnte eine Herunterregulation der
MRNA- und Proteinexpression von SIRT2 nachgewiesen werden. Das lasst vermu-
ten, dass SIRT2 mdglicherweise Uber die Regulation des Mikrotubuli-Netzwerks als
Tumorsuppressorgen fungiert [77]. Die leicht erhdhte mRNA-Expression von SIRT2
im 2N-Zwilling KKR A24 im Vergleich zum gesunden Zwilling KKR D24 kann dem-
nach nicht direkt mit Krebs assoziiert werden.

Fir die Expressionsunterschiede der Gene KRT17 (-5,55x), und SIRT2 (+1,61x) bei
den Zwillingen konnte keine eindeutige Verbindung mit Tumorentstehung aufgezeigt
werden. Moglicherweise liegt beim 2N-Zwilling eine unabhangig von der erhdhten

Krebspradisposition auftretende Fehl- oder Deregulation dieser Gene vor. Die ver-
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minderte mMRNA-Expression von RSPO3 (-2,79x) hingegen kdnnte einen Krebsrisiko-

faktor fur die Zellen des 2N-Zwillings darstellen.

4.4.2.2. Induzierte mRNA-Expression

Die Untersuchung der mRNA-Expression in den Fibroblasten der Zwillinge nach In-
duktion durch 1 Gy Bestrahlung sollte uns weitere Aufschlisse geben. Nach einer 1
Gy Strahlenexposition zeigten die Gene ATN1, BRCAl und wiederum KRT17 und
SIRT2 die grélten Unterschiede in der mRNA-Expression zwischen den Zwillingen
(Ergebnisse, Abbildung 11-14).

Das Gen ATNL1 kodiert das Protein Atrophin-1, welches als nuklearer Rezeptor-
korepressor fungiert und durch Bindung an Transkriptionsregulatoren die Transkripti-
on beeinflussen kann. Eine aberrante Form von ATNL1 ist beim Menschen mit neuro-
degenerative Erkrankungen und Krebs assoziiert. Das Gen ATN1 wurde als ursachli-
cher Faktor flr die neurodegenerative Erkrankung Dentatorubral Pallidoluysian
Atrophy (DRPLA) identifiziert. Die Anzahl der CAG-Trinukleotid-Wiederholungen
(Glutamin kodierend) innerhalb des ATN1-Gens ist bei DRPLA-Patienten erhoht. Das
Protein ATN1 interagiert mit ETO/MTGS8, einem transkriptionalen Koregulator, des-
sen Fusion mit RUNX1 durch eine 1(8;21)-Translokation die haufigste Ursache akuter
myeloischer Leukamie (AML) ist. Die Assoziation zwischen ETO/MTGS8 und
transkriptionellen Korepressoren suggeriert, dass die transkriptionelle Repression der
regulatorischen RUNX1-Signalwege durch die ETO-RUNX1-Proteinfusion eine Ursa-
che fur die AML-Pathogenese darstellt [78].

Die nach der 1 Gy Bestrahlung beim 2N-Zwilling gemessene fruher einsetzende
Hochregulation der mRNA-Expression von ATN1 (Ergebnisse, Abbildung 11) kdnnte
auf eine empfindlichere Reaktion bei Strahlenexposition hindeuten. Eine schnellere,
verstarkte ATN1-Produktion konnte moglicherweise durch Repression der Transkrip-
tion die DNA-Reparatur beim 2N-Zwilling KKR A24 ungunstig beeinflussen. Eine Rol-
le dieser schnelleren, empfindlichen mRNA-Erhéhung von ATN1 nach Induktion bei
der Tumorgenese ist allerdings unklar.

Fur das bereits beschriebene (siehe Diskussion 4.3.3.1.) Tumorsuppressorgen
BRCAZ1, wichtig fur genomische Integritat und DNA-Reparatur, konnte nach der 1 Gy
Bestrahlung beim 2N-Zwilling KKR A24 eine starker schwankende mRNA-Expression

detektiert werden (Ergebnisse, Abbildung 12), wohingegen die Expression des ge-
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sunden Zwillings KKR D24 stabil und unverandert blieb. Zum Zeitpunkt 1 h und 4 h
zeigten die Zellen des 2N-Zwillings ein erhohtes BRCA1-Expressionsniveau und
nach 12 h bzw. 24 h konnte eine verminderte Expression detektiert werden. Diese
Beobachtungen sprechen flr eine mdgliche Deregulation der BRCA1-mRNA-
Expression in den Zellen des 2N-Zwillings.

Das bereits beschriebene (siehe Diskussion 4.4.2.1.) Gen KRT17, welches das Kera-
tin 17 Protein kodiert, zeigte nach 1 Gy Strahlenexposition eine langer anhaltende,
erhohte mRNA-Expression beim 2N Zwilling im Vergleich zum gesunden Zwilling
(Ergebnisse, Abbildung 13). Dies kdnnte moglicherweise fir einen Zusammenhang
mit der Krebspradisposition beim 2N-Zwilling sprechen, da in Krebsgewebe die
Hochregulation von KRT17 beobachtet wurde [74].

Bei den basalen mRNA-Expressionsunterschieden zwischen den Zwillingen wurde
auch das potentielle Tumorsuppressorgen SIRTZ2, das fur das dem Zytoskelett ange-
hérende Protein Sirtuin 2 kodiert, bereits beschrieben (siehe Diskussion 4.4.2.1.). Die
Zwillinge zeigten 1h nach der 1 Gy Strahlenexposition eine starke Herunterregulation
der SIRT2-mRNA-Expression (Ergebnisse, Abbildung 14), wobei die Expression
beim 2N-Zwilling im Vergleich zum Ausgangsexpressionsniveau starker reduziert
war. Nach 4 h und 12 h fand sich im Vergleich zum gesunden Zwilling, der eine
Hochregulation der SIRT2-Expression zeigte, beim 2N-Zwilling keine Regulation.
Diese ausbleibende Hochregulation der SIRT2-mRNA-Expression nach der Bestrah-
lung konnte moglicherweise einen regulatorischen Nachteil in den Zellen des 2N-
Zwillings bedeuten, da eine verminderte Expression von SIRT2 bei Krebs bereits
nachgewiesen wurde [77].

Die veranderte Regulation der vier Gene ATN1, BRCA1, KRT17 und SIRT2, die beim
2N-Zwilling auffallige Unterschiede in der mRNA-Expression nach 1 Gy Bestrahlung
zeigten, konnte auf eine potentiell krebsbeglnstigende Wirkung hindeuten und zu

einem erhohten Krebsrisiko des 2N-Zwillings KKR A24 beitragen.
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4.4.3. Proteinexpression

4.4.3.1. Basale und induzierte Proteinexpression

Die Analyse der basalen und induzierten Proteinexpression mittels Antikdrper-
Microarrays ergab, dass die Zwillinge, 2N-Proband KKR A24 und sein monozygoter
gesunder Zwilling KKR D24, starkere Unterschiede in der nuklearen Expression der
Proteine ERCC1, BRCA1 und ATM sowohl konstitutiv als auch nach der 1 Gy Be-
strahlung aufwiesen (Ergebnisse, Abbildung 21-24).

Das Gen ERCC1 zeigte eine leicht erniedrigte konstitutive Proteinexpression und 1 h
nach der 1 Gy Bestrahlung eine starkere Herunterregulation der Expression beim 2N-
Zwilling im Vergleich zum gesunden Zwilling. Eine Korrelation mit der ERCC1-
MRNA-Expression kann nicht hergestellt werden, da sie nicht bestimmt worden war.
Beim 2N-Zwilling im Vergleich zum gesunden Zwilling fand sich fur das Gen BRCAL
eine leicht erniedrigte konstitutive Proteinexpression und 1 h nach der 1 Gy Bestrah-
lung eine deutlich starker erhdhte Proteinmenge. Dieses Ergebnis wird durch die
BRCA1-mRNA-Expressionsmessung (Ergebnisse, Abbildung 12) unterstutzt. Die
BRCA1-Proteinmenge 4 h nach der Bestrahlung war bei beiden Zwillingen wieder
ahnlich dem konstitutiven Status und konnte, moglicherweise aufgrund der verschie-
denen Messtechniken und des nur geringen mRNA-Expressionsunterschieds, nicht
mit der erhohten BRCA1-mRNA-Expression beim 2N-Zwilling 4 h nach Bestrahlung
korreliert werden.

Die konstitutive Expression des Proteins ATM war beim 2N-Zwilling verglichen mit
dem gesunden Zwilling leicht erhoht. Zum Zeitpunkt 1 h nach der 1 Gy Bestrahlung
wurde eine groRere Differenz zwischen den Zwillingen festgestellt; der 2N-Zwilling
KKR A24 zeigte eine leichte Erhdhung der ATM-Proteinexpression, wogegen der
gesunde Zwilling KKR D24 eine starke Reduktion des ATM-Proteinlevels aufwies.
Beim Vergleich der basalen ATM-mRNA-Expression konnte kein Unterschied zwi-
schen den Zwillingen detektiert werden und eine ATM-mRNA-Expressionsmessung
nach Induktion wurde nicht durchgefuhrt.

Das Genprodukt von ERCCL1 (Excision repair cross-complementing rodent repair de-
ficiency, complementation group 1) hat eine wichtige Funktion in der Nukleotidexzisi-
onsreparatur und wird hier vor allem fur die DNA-Reparatur von DNA-Lasionen, die

durch UV-Licht oder elektrophile Substanzen wie Cisplatin hervorgerufen werden,



Diskussion 109

bendtigt. Das Protein ERCC1 bildet ein Heterodimer mit ERCC4 und ist auch bei der
DNA-Rekombinations-Reparatur und der Reparatur von Interstrand-Crosslinks betei-
ligt. Mutationen im Gen ERCCL1 fuhren zu dem Cerebrooculofacioskeletal-Syndrom.
Polymorphismen in ERCC1 fuhren zu einer veranderten Genexpression, die vermut-
lich eine Rolle in der Karzinogenese spielt. Es wurde in Studien die mRNA- und Pro-
teinexpression von ERCC1 in humanen Tumoren (z. B. Hodenkrebs, Lungenkrebs)
untersucht und festgestellt, dass die Krebspatienten ein niedrigeres Level an ERCC1
aufwiesen und dass eine hohere ERCC1-Expression eine bessere Uberlebensrate
bedeutete [79,80,81]. Aufgrund dieser Literatur zu ERCC1 spricht die reduzierte
ERCC1-Proteinexpression flr einen potentiellen DNA-Reparaturnachteil beim 2N-
Zwilling.

Das Protein BRCA1, welches bereits erwahnt wurde (siehe Diskussion 4.3.3.1.), ist
ein wichtiger Tumorsuppressor, der bei der Regulation der Transkription, der Zellzyk-
luskontrolle, der DNA-Doppelstrangbruchreparatur und der Rekombination mitwirkt.
Die Inaktivierung von BRCA1 spielt eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese von
Brust- und Lungenkrebs [80,82,83]. Bei Betrachtung unserer Ergebnisse spricht die
konstitutiv niedrigere BRCA1-Proteinexpression beim 2N-Zwilling also fir eine Tu-
morpradisposition. 1 h nach 1 Gy Bestrahlung zeigt allerdings der 2N-Zwilling im
Vergleich zum gesunden Zwilling eine starkere Hochregulation der Proteinexpression
des Tumorsuppressors BRCA1, was wiederum nicht flir einen DNA-
Reparaturnachteil sprechen wirde, aber mdglicherweise fur eine Fehlregulation der
BRCA1-Expression.

Das Protein ATM (Ataxia telangiectasia mutated) ist eine wichtige Zellzyklus-
Checkpoint-Kinase, die viele Proteine reguliert, u.a. die Tumorsuppressorproteine
p53 und BRCA1 sowie das Zellzyklus-Checkpoint-Protein RAD9A. Das Protein ATM
bildet mit der Kinase ATR vermutlich das Hauptkontrollsystem, welches zur zellularen
Antwort auf DNA-Schaden und flr genomische Stabilitat benotigt wird. Mutationen im
Gen ATM sind assoziiert mit Ataxia telangiectasia, einer autosomal-rezessiven DNA-
Reparatur-Erkrankung. Deletionen in dieser Region sind mit dem Mantelzell-
Lymphom, einem B-Zell-Non-Hodgkin-Lymphom (B-NHL), assoziiert [84,85]. Eine
erhdhte ATM-Genexpression wurde in primaren Fibroblasten von Fanconi-Anamie-
Patienten (FANCA) gefunden [86]. Fanconi-Anamie, eine autosomal-rezessive Er-
krankung, wird durch einen genetischen Defekt hervorgerufen, der zu einer erhdhten

Chromosomenbrichigkeit flhrt. Interessant ist in diesem Zusammenhang die erhdhte
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ATM-Genexpression beim 2N-Zwilling im Vergleich zum Kontrollzwilling; die
Fibroblasten des 2N-Zwillings zeigten bei unseren Analysen sowohl konstitutiv als

auch nach Bestrahlung eine erhdhte ATM-Proteinexpression.

4.4.4. DNA-Methylierung

Bei der DNA-Methylierungsanalyse des BRCA1-Promotors wurde ein auffallig erhoh-
ter Methylierungsgrad von ca. 10% beim 2N-Zwilling KKR A24 gefunden. Der gesun-
de Zwilling KKR D24, sowie allen anderen Probanden und Kontrollen zeigten eine
Hypomethylierung zwischen 0% und 6% (Ergebnisse, Abbildung 26). Durch klassi-
sche Bisulfit-Sequenzierung konnte gezeigt werden, dass es sich bei der 10%-igen
BRCA1-Methylierung des 2N-Zwillings um eine Mischung aus ca. 90% hypomethy-
lierter Allele und ca. 10% hypermethylierter Allele in den Fibroblasten des 2N-
Zwillings handelt, was fur ein Zellmosaik spricht. Nach 1 Gy Bestrahlung der
Fibroblasten der Zwillinge trat keine Anderung des BRCA1-Methylierungsgrades auf
(Ergebnisse, Abbildung 27); der 2N-Zwilling zeigte in allen Proben eine ca. 10%ige
Methylierung und der gesunde Zwilling zeigte niedrigere, hypomethylierte Werte von
0-5% Methylierung. Daraus lasst sich schlief3en, dass eine 1 Gy Bestrahlung von
primaren Zellen die Methylierung von BRCAL nicht verandert und die erhohte Methy-
lierung in den Zellen des 2N-Zwillings nicht strahleninduziert ist. Dieses Ergebnis
passt zu der Tatsache, dass der 2N-Zwilling KKR A24 bei seiner Ersttumorerkran-
kung ALL keine Radiotherapie erhalten hat.

Das Vorliegen einer Hypermethylierung von BRCAL in somatischen Zellen des 2N-
Zwillings stellt eine Krebspradisposition dar. BRCA1 spielt eine wichtige Rolle in der
DNA-Reparatur, insbesondere nach DNA-Schadigung. Eine BRCA1-Hyper-
methylierung korreliert mit einer reduzierten mRNA- und Proteinexpression. Es ist
bekannt, dass eine erhéhte konstitutionale BRCA1-Promotermethylierung fir Brust-
und Ovarialkrebs pradisponiert. Bei einer Patientin mit Brust- und Ovarialkrebs, aber
ohne BRCA1/BRCA2-Sequenzmutation, wurde eine 10%-ige BRCA1-Methylierung
im Blut festgestellt, d.h. ca. 20% der Zellen trugen ein methyliertes Allel [87]. Solche
Mosaike der BRCA1-Methylierung wurden in somatischem Gewebe bei einigen
Brustkrebspatientinnen detektiert. Die Promotormethylierung, welche zur Inaktivie-
rung von BRCAL fuhrt, kann in der Keimbahn oder durch ein frihes somatisches Er-

eignis verursacht werden und stellt einen Risikofaktor fur Brustkrebs dar [88].
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Bei Untersuchungen der BRCA1-Expression in Patienten mit AML wurde festgestellt,
dass bei therapieinduzierter akuter myeloischer Leukamie (t-AML) haufig eine auf
Promotormethylierung zurtckzufuhrende reduzierte Expression von BRCA1 und eine
erhohte Rate an chromosomalen Translokationen und anderen Aberrationen bei den
Patienten auftraten [89]. Somit stellt eine BRCA1-Hypermethylierung auch als Zell-
mosaik eine Krebspradisposition dar und kann moglicherweise zu Erst- und Zweittu-
morentwicklung beitragen. Bei den Messungen der konstitutiven Expression wurde
beim 2N-Zwilling eine leicht reduzierte BRCA1-Proteinexpression (Ergebnisse, Abbil-
dung 21) festgestellt. Allerdings wurde bei dem 2N-Zwilling keine reduzierte BRCAL1-
MRNA-Expression gefunden. Wahrscheinlich reicht die Messgenauigkeit der RTg-
PCR nicht aus, um ein 20%iges Mosaik der Zellen aufzulosen. Entscheidend fur die
DNA-Reparatur in der Zelle ist letztlich die Proteinexpression. Hier konnte eine redu-
zierte BRCA1-Proteinexpression beim 2N-Zwilling festgestellt werden. Eine Korrelati-
on oder Interpretation der mMRNA- und Proteinexpressionsmessung nach 1 Gy Strah-
lendosis war schwierig, da der 2N-Zwilling hier zu Beginn die hohere Expression
zeigte. Moglicherweise konnte dies fur eine Fehlregulation der BRCA1-Expression
beim 2N-Zwilling sprechen.

Zusammenfassend konnte beim 2N-Zwilling KKR A24 als mdglicher Krebsrisikofaktor
eine BRCA1-Hypermethylierung in ca. 20% seiner primaren Fibroblasten und eine
damit assoziierte, konstitutiv reduzierte BRCA1-Proteinexpression nachgewiesen

werden.

4.4.5. DNA-Reparaturkinetik

Um einen mdglichen Defekt in der DNA-Reparaturkinetik und Kapazitat des 2N-
Zwillings aufzudecken, wurden die primaren, subkonfluenten Fibroblastenzellkulturen
der Zwillinge nach Induktion von DNA-Schaden durch ionisierende Strahlung, UV-C-
Strahlung und das Chemotherapeutikum Daunorubicin mit Hilfe des halbautomati-

sierten yH2AX-Foci-Zahlverfahrens untersucht.

Im gegebenen Versuchsaufbau konnte nach DNA-Schadigung durch 1 Gy Bestrah-
lung (Ergebnisse, Abbildung 29) kein Defekt in der Reparaturantwort des 2N-
Zwillings KKR A24 festgestellt werden. Beide Zwillinge zeigten, wie alle anderen un-

tersuchten Proben, anhand der Foci-Zahlen einen normalen Reparaturverlauf. Da
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durch die Messungen strahleninduzierte Doppelstrangbriiche (DSBs) nachgewiesen
wurden, deren Reparatur zellzyklusabhangig durch Nicht-homologes Endjoining
(NHEJ) oder Homologe Rekombination (HR) stattfindet [61,62], kann davon ausge-
gangen werden, dass weder der 2N-Zwilling KKR A24 noch der gesunde Zwilling
KKR D24 einen essentiellen Defekt in der NHEJ- und HR-DNA-Reparatur aufweist.

Nach DNA-Schadigung durch UV-C-Bestrahlung (Ergebnisse, Abbildung 30) zeigten
die Zellen der Zwillinge zunachst einen langsamen Anstieg und anschlie3end einen
Abfall der Foci-Zahlen Uber die Zeit, sodass bei beiden Zwillingen DNA-Reparatur
stattzufinden scheint. Die einzige, groRere Auffalligkeit zwischen den Zwillingen lag 4
h nach der UV-C-Bestrahlung vor. Der Versuch war aber trotz Wiederholungen mit
einer hohen Messungenauigkeit behaftet, sodass kein deutlicher Unterschied in der
DNA-Reparatur nach UV-C-Bestrahlung zwischen den Zwillingen nachgewiesen
werden konnte. In den Zellen beider Zwillinge wurde 24 h nach der Bestrahlung noch
eine erhdhte Anzahl der verbleibenden Foci pro Zellkern (ca. 12 Foci) detektiert. An-
ders als radioaktive Strahlung induziert die artifizielle kurzwellige UV-C-Strahlung
nicht direkt DSBs, sondern fuhrt Uber unreparierte Lasionen wahrend der DNA-
Replikation zur Bildung und Akkumulation von DSBs [90]. Diese Foci-Bildung ist stark
zellzyklusabhangig, sodass der Einsatz nicht-synchronisierter subkonfluenter Zellen
in diesem Versuch wahrscheinlich den groRen Messfehler erklart. Die Messergebnis-
se ergaben keinen Hinweis auf eine ineffizientere DNA-Reparatur des 2N-Zwillings
im Vergleich zum gesunden Zwilling nach UV-C-Schadigung. Dieses Pilotexperiment
mit UV-C-Bestrahlung wurde deshalb nicht zur weiteren Untersuchung von Kontrollen

und Probanden eingesetzt.

Nach DNA-Schadigung durch die Behandlung der Zellen beider Zwillinge mit Dauno-
rubicin (DNR) konnte ein langsamer Anstieg der Foci-Zahlen Uber die Zeit beobach-
tet werden, aber kein Abfall (Ergebnisse, Abbildung 31). Nach 24 h blieb bei beiden
Zwillingen eine grof3e Zahl an Foci pro Zellkern (ca. 26 Foci) zurlck, was darauf hin-
deutete, dass die Daunorubicin-Einwirkung Uber den Zellzyklus und die DNA-
Replikation zu einer Akkumulation von DNA-Schaden flihrte. Das Anthracyclin Dau-
norubicin interkaliert zwischen den Nukleinsduren der DNA und blockiert durch Inhibi-
tion der Topoisomerase |l die Transkription und die Replikation der Zelle. Diese

Wechselwirkungen von Daunorubicin fuhren zur Ausbildung und Akkumulation von
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DSBs Uber den Zellzyklus [12]. Da die gemessenen Foci-Zahlen im Versuch mit
Daunorubicin-Behandlung nicht zurlickgingen, wurden hier nur DNA-Schaden detek-
tiert, die bei beiden Zwillingen vergleichbar hoch waren, aber keine Reparaturvor-
gange beobachtet. Zur DNA-Reparaturdetektion hatten spatere Zeitpunkte unter-
sucht werden mussen. Dieser Pilotversuch der Daunorubicin-Behandlung wurde

nicht zur weiteren Analyse von Kontrollen und Probanden herangezogen.

4.4.6. DNA-Kopienzahlvariationen

Um moglicherweise krankheitsrelevante Deletionen und Duplikationen der DNA des
2N-Zwillings KKR A24 im Vergleich zum gesunden Zwilling KKR D24 aufzuspuren,
wurde die genomische DNA aus den unbehandelten Fibroblasten der Zwillinge mit-
tels Affymetrix SNP-Arrays untersucht. Hierbei fanden sich einige auffallige Regionen
in der genomischen DNA des 2N-Zwillings, die anschlieRend mittels FISH und/oder
genomischer gPCR validiert wurden (Ergebnisse, Tabelle 13-14). Die heterozygote
Deletion von ca. 184 kb im Bereich 6922.33, die das Gen RSPO3 teilweise (Promotor
und Exon 1) deletiert, konnte mittels FISH in den Fibroblasten des 2N-Zwillings KKR
A24 in einem Teil der Zellen nachgewiesen werden. Im Vergleich zum gesunden
Zwilling KKR D24 zeigten hier ca. 20% der Zellen des 2N-Probanden KKR A24 (2N)
nur ein Signal, was auf ein mogliches Zellmosaik hinweist. In der genomischen gPCR
konnte mit zwei verschiedenen Detektionsverfahren fur den im SNP-Array als dele-
tiert angezeigten Bereich in 6922.33 erniedrigte Messwerte beim 2N-Zwilling detek-
tiert werden (Ergebnisse, Tabelle 13 und Abbildung 33). Dieses Ergebnis ist keine
Bestatigung einer Deletion, spricht aber wiederum fur das Vorliegen eines somati-
schen Zellmosaiks bei dem 2N-Probanden KKR A24. Die gPCR-Validierung von zu-
satzlichen CNVs aus dem SNP-Array lieferte auch flr das Gen C5o0rf13 erniedrigte
Messwerte (Ergebnisse, Abbildung 33). Dies untermauert die These, dass ein gewis-
ser Anteil der Zellen des 2N-Zwillings KKR A24 CNVs zeigt. Die Auswirkungen von
Deletionen im Bereich von RSPO3 und C50rf13/P311 wurden bislang nicht beschrie-
ben.

Das Gen RSPO3, welches das R-Spondin-3-Protein kodiert, wurde schon in der Dis-
kussion erwahnt (siehe Diskussion 4.4.2.1.), da der 2N-Zwilling fur RSPO3 in der
RTg-PCR eine niedrigere konstitutive mRNA-Expression im Vergleich zu seinem ge-

sunden Zwilling gezeigt hat. RSPO3 spielt eine Rolle in der Tumorentwicklung. Die
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teilweise Deletion des RSPO3-Gens im somatischen Zellmosaik in den primaren
Fibroblasten des 2N-Zwillings konnte ursachlich fir die gemessene niedrigere
MRNA-Expression von RSPO3 (-2,79x) sein und zur erhOhten Krebspradisposition
beim 2N-Zwilling beitragen.

Das Gen Cb5o0rf13/P311 (Chromosome 5 open reading frame 13) kodiert ein Protein,
das noch keiner Proteinfamilie zugeordnet wurde und dessen Funktionen sowie Sig-
nalwege unklar sind. In humanen Fibroblasten ist die Funktion von C5orf13/P311
unbekannt, aber in der Untersuchung hypertropher Narbenbildung wurde eine hoch-
regulierte C50rf13/P311-Expression detektiert. AuRerdem ist eine Uberexpression
von C50rf13/P311 mit einem erhdhten Level an TGFB1 und COL1A1 assoziiert. Das
Gen TGFB1 wird haufig in Tumorzellen hochreguliert [91]. Die C5orf13-Expression
spielt eventuell eine Rolle in der Entwicklung von Lungenkrebs [92]. Die Krebsasso-
ziation fur das Gen C50rf13/P311 ist unklar. In dieser Studie wurden keine Expressi-
onsdaten bezlglich C50rf13/P311 fur die Zwillinge erhoben. Die moglicherweise in
Mosaikform in den primaren Fibroblasten des 2N-Zwillings vorhandene Deletion von
C50rf13/P311 konnte einen Krebsrisikofaktor fur den 2N-Zwilling darstellen.

4.4.7. Ergebniszusammenfassung des Zwillingsvergleichs und

mogliche Schlussfolgerungen

Die Untersuchungen des monozygoten Zwillingspaars lieferten einige deskriptive
Hinweise fur die erhdhte Krebspradisposition des 2N-Probanden KKR A24 im Ver-
gleich zu seinem gesunden monozygoten Zwilling KKR D24.

FUr die Unterschiede der Zwillinge in der konstitutiven mRNA-Expression der Gene
KRT17 und SIRT2 konnten keine eindeutigen Assoziationen mit Tumorentstehung
und Krebs aufgezeigt werden. Maoglicherweise liegt beim 2N-Zwilling eine leichte
Fehl- oder Deregulation dieser Gene vor. Die niedrigere konstitutive mRNA-
Expression von RSPO3 beim 2N-Zwilling konnte krebsassoziiert und durch eine De-
letion bedingt sein. Die veranderte Regulation der mRNA-Expression der Gene
ATN1, BRCA1, KRT17 und SIRT2 nach 1 Gy Bestrahlung kénnte laut der gefunde-
nen Literatur im Zusammenhang mit der Tumorgenese stehen. Sowohl die niedrigere
ERCC1- und BRCA1-Proteinexpression als auch die erhdhte ATM-Proteinexpression

konnte die DNA-Reparatur des 2N-Zwillings beeinflussen.



Diskussion 115

Fur das auffalligste Gen in der Probandengruppenanalyse, RAD9A, welches eine
niedrigere mMRNA- und Proteinexpression basal als auch induziert nach 1 Gray Be-
strahlung in der 2N-Probandengruppe zeigte, konnten beim Zwillingsvergleich keine
deutlichen Unterschiede in der mRNA- und/oder Proteinexpression festgestellt wer-
den.

Nicht nur im Vergleich mit dem gesunden Zwilling, sondern auch mit allen anderen
untersuchten Probanden, stellt die detektierte BRCA1-Hypermethylierung des 2N-
Zwillings KKR A24 in ca. 20% seiner primaren Fibroblasten ein besonders interes-
santes Ergebnis dar. Laut Literatur fuhrt eine BRCAl-Hypermethylierung auch als
Zellmosaik zu einer Krebspradisposition und hat moglicherweise zur Tumorentwick-
lung des 2N-Zwillings beigetragen. Die 10%-ige BRCA1-Methylierung korreliert au-
Rerdem mit einer reduzierten konstitutiven BRCA1-Proteinexpression des 2N-
Zwillings KKR A24.

Ein weiteres besonders beachtenswertes Ergebnis ist die teilweise Deletion des
Gens RSPO3, die wahrscheinlich als somatisches Mosaik in ca. 20% der Zellen des
2N-Zwillings vorliegt. Diese im Zellmosaik vorliegende Deletion des Gens RSPO3
konnte die beim 2N-Zwilling erniedrigte mRNA-Expression von RSPO3 (-2,79x) er-
klaren und ist vermutlich mit Krebs assoziiert sein.

Die Deletion des Gens C50rf13/P311, welche wahrscheinlich ebenfalls als somati-
sches Zellmosaik in den primaren Fibroblasten des 2N-Zwillings vorliegt, konnte ei-

nen weiteren Krebsrisikofaktor fur den 2N-Zwilling darstellen.

4.4.8. Ausblick Zwillingsvergleich

Zur Sicherung der Ergebnisse und zur Bestatigung des Mosaikstatus des 2N-
Zwillings sollten die vermutlich ca. 20% aberranten Zellen des 2N-Zwillings KKR A24
in weiteren Studien noch genauer untersucht werden. Es ist geplant, klonale Zellli-
nien der aberranten Zellen zu etablieren, um genauere Aussagen uUber die Krebspra-
disposition dieser Zellen machen zu kénnen. Um einen maoglichen somatischen Zell-
mosaikstatus des 2N-Zwillings KKR A24 zu bestatigen, kdnnten auerdem Next Ge-

neration Sequencing (NGS)-Methoden herangezogen werden.
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5. Zusammenfassung

Die Ursachen der Zweittumorentwicklung bei Personen, die eine Krebserkrankung in
der Kindheit Uberlebten, sind weitgehend unklar. Strahlenexposition oder
Chemotherapie fiihren in normalen somatischen Zellen zu DNA-Schaden, welche bei
fehlerhafter Reparatur eine Karzinogenese auslésen konnen. Es ist denkbar, dass
genetische Unterschiede z. B. in den Signalwegen der Zellzykluskontrolle und der
DNA-Reparatur nach therapieinduzierten DNA-Schaden eine entscheidende Rolle
bei der Zweittumorentwicklung spielen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden 20
Personen, die eine Krebserkrankung in der Kindheit Uberlebten und einen
unabhangigen Zweittumor entwickelten, mit 20 gematchten Kontrollpersonen ohne
Zweittumorentwicklung verglichen. Die primaren Fibroblasten der Patienten wurden
auf somatische, genetische und/oder epigenetische Unterschiede in DNA-
Reparaturnetzwerken untersucht. Die biologisch relevantesten Ergebnisse lieferten
Proteinuntersuchungen mittels Antikérper-Microarrays. Hierbei wurde eine konstitutiv
erniedrigte Menge an RAD9A und einigen anderen DNA-Reparatur-Proteinen
(BRCAL, DDIT3, MSH6, p53, RAD51) in den Zweittumorpatienten im Vergleich zu
den Eintumorpatienten festgestellt. Nach einer DNA-Schadigung durch 1 Gray
Bestrahlung erhohte sich die RAD9A-Proteinmenge, wobei die Zweittumorpatienten
eine geringere Induktion als die Eintumorpatienten zeigten. Bei der Quantifizierung
der mRNA-Expression mittels RTq-PCR wurde ein niedrigerer RAD9A-MmRNA-Level
sowohl in den unbehandelten und als auch in den 1 Gray bestrahlten Zellen der
Zweittumorpatienten festgestellt. SNP-Array und Methylierungsanalysen konnten
keine Auffalligkeiten im RAD9A-Lokus nachweisen. Diese Ergebnisse unterstitzen
die Hypothese, dass Modulationen von RAD9A und anderen Zellzyklusarrest- und
DNA-Reparaturproteinen zum Risiko einer  Zweittumorentwicklung in
Kinderkrebspatienten beitragt. Bei einem diskordanten monozygoten Zwillingspaar
wurde in ca. 20% der Zellen des Zweittumorzwillings eine Hypermethylierung des
Tumorsuppressorgens BRCA1 festgestellt, die mit einer konstitutiv erniedrigten
BRCAL-Proteinexpression einhergeht und einen maodglichen Krebsrisikofaktor
darstellt. Die partielle Deletion des Gens RSPO3, die wahrscheinlich als somatisches
Zellmosaik beim Zweittumorzwilling vorliegt, korreliert mit einer niedrigeren RSPO3-
MRNA-Expression und ist vermutlich auch mit einer erhdhten Krebspradisposition

assoziiert.
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7. Anhang

7.1. Detaillierte Tabelle der KKR-Patienten:

Probanden mit Krebs im Kindesalter und einem Zweittumor (2N) sind mit A bezeichnet, und die dazu
passenden Probanden (matched pairs) ohne Zweittumorerkrankung (1N) sind mit B oder D
bezeichnet. Aufgefihrt ist Geburtsjahr, Geschlecht, Jahr der Erst- und Zweittumordiagnose und Art
des Erst- und Zweittumors der Patienten. Das Paar A5 und B5 konnte nicht verglichen werden, da die
Fibroblasten von B5 kontaminiert waren, und das Paar A20 und B20 wurde ausgeschlossen, da beim
Patient B20 eine Mutation im RB-Gen nachgewiesen wurde. Der Patient A17 verstarb 2006.

KKR matched | Geburts Ge- Jahr der Jahr der Art des Art des
Patienten . . Ersttumor- | Zweittumor .
pair -jahr schlecht ; . Ersttumors Zweittumors
ID diagnose | -diaghose
Al 1 1082 W 1984 1093 CLL Non-Hodgkin- Mucoepid_ermoides
Lymphom Karzinom
B1 1 1980 w 1984 CLL Non-Hodgkin-
Lymphom
. Papillares
A2 2 1982 m 1990 1998 Burkitt Lymphom Schilddriisenkarzinom
B2 2 1983 m 1991 Burkitt Lymphom
CLL Non-Hodgkin- Papillares
A3 3 1978 w 1981 1993 Lymphom Schilddriisenkarzinom
B3 3 1978 w 1981 CLL Non-Hodgkin-
Lymphom
A4 4 1984 w 1997 1999 Hodgkin-Lymphom | Non-Hodgkin-Lymphom
B4 4 1984 w 1997 Hodgkin-Lymphom
AS 1975 w 1981 1988 Akute my_glo_|sche Mucoepldermmdes
Leuk&mie Karzinom
B5 1081 w 1082 Akute myeloische
Leukémie
CLL Non-Hodgkin- | Meningotheliomattses
A6 5 1978 m 1981 1996 Lymphom Meningeom
D6 5 1980 m 1983 CLL Non-Hodgkin-
Lymphom
A7 6 1979 w 1987 1994 Akute Iym_p_)hgtlsche Non-Hodgkin-Lymphom
Leuk&mie
Akute lymphatische
B7 6 1979 w 1987 Leukamie
A8 7 1979 m 1983 1989 CLL Non-Hodgkin- | by tic che Astrozytom
Lymphom
B8 7 1978 m 1984 CLL Non-Hodgkin-
Lymphom
D8 7 1977 m 1982 CLL Non-Hodgkin-
Lymphom
Akute myeloische Papillares
A9 8 1969 m 1983 2000 Leukémie Schilddrisenkarzinom
B9 8 1965 m 1980 Akute myeloische
Leuk&mie




Anhang 123
D pair -jahr schlecht diagnose | -diagnose Ersttumors Zweittumors
A10 9 1979 m 1085 1092 Medulloblastom Mem”,ﬁg;?ﬁggg"rﬁwses
B10 (B6) 9 1981 m 1987 Medulloblastom
All 10 1972 w 1980 1996 Ak”t‘f_gﬂzgg?gsc'"e M”co}fg;ﬁ:)%mdes
B11 10 1973 w 1982 Akute lymphatische
Leuk&amie
Al12 11 1976 m 1980 1986 Rhabdomyosarkom Lebertumor
B12 11 1979 m 1985 Rhabdomyosarkom
D12 11 1982 m 1987 Rhabdomyosarkom
Al4 12 1980 m 1994 1999 Hodgkin-Lymphom | ¢ o dzﬁggﬁgrzi o
B14 12 1981 m 1994 Hodgkin-Lymphom
Al5 13 1980 m 1992 2000 o dgﬁ#_';_}':‘g;;]om Hodgkin-Lymphom
B15 13 1978 m 1989 o dgﬁﬁ)’;‘nfgh om
Al16 14 1980 m 1991 1997 Hodgkin-Lymphom | Non-Hodgkin-Lymphom
B16 14 1980 m 1991 Hodgkin-Lymphom
A17 15 1980 w 1981 2002 Neuroblastom Sarkom
B17 15 1980 w 1980 Neuroblastom
A19 16 1983 m 1995 2001 Hodgkin-Lymphom | Non-Hodgkin-Lymphom
B19 16 1984 m 1996 Hodgkin-Lymphom
A20 1986 m 1988 1992 Retinoblastom T-CLL
B20 1984 m 1986 Retinoblastom
A21 17 1984 w 1996 2003 CLL I[“y%‘;;gfngki“' Refraktorische Anamie
B21 17 1085 w 1008 Lt Fy?rr];:ggqgkin-
A22 18 1984 w 1987 1995 Nephroblastom Ependymom
B22 18 1983 w 1985 Nephroblastom




Anhang

124

K.KR matched | Geburts Ge- Jahr der Jahr der Art des Art des
Patienten . . Ersttumor- | Zweittumor .
pair -jahr schlecht ; . Ersttumors Zweittumors
ID diagnose | -diagnhose
CLL Non-Hodgkin- Papillares
AZ3 19 1981 m 1985 1997 Lymphom Schilddriisenkarzinom
CLL Non-Hodgkin-
B23 19 1981 m 1986 Lymphom
B-CLL Non- Papillares
A24 20 1977 w 1982 2002 Hodgkin-Lymphom | Schilddrisenkarzinom
B24 20 1077 w 1980 B-CLL Non-

Hodgkin-Lymphom
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Abstract

Background: The etiology of secondary cancer in childhood cancer survivors is largely unclear. Exposure of normal somatic
cells to radiation and/or chemotherapy can damage DNA and if not all DNA lesions are properly fixed, the mis-repair may
lead to pathological consequences. It is plausible to assume that genetic differences, i.e. in the pathways responsible for cell
cycle control and DNA repair, play a critical role in the development of secondary cancer.

Methodology/Findings: To identify factors that may influence the susceptibility for second cancer formation, we recruited
20 individuals who survived a childhood malignancy and then developed a second cancer as well as 20 carefully matched
control individuals with childhood malignancy but without a second cancer. By antibody microarrays, we screened primary
fibroblasts of matched patients for differences in the amount of representative DNA repair-associated proteins. We found
constitutively decreased levels of RAD9A and several other DNA repair proteins in two-cancer patients, compared to one-
cancer patients. The RAD9A protein level increased in response to DNA damage, however to a lesser extent in the two-
cancer patients. Quantification of mRNA expression by real-time RT PCR revealed lower RAD9A mRNA levels in both
untreated and 1 Gy y-irradiated cells of two-cancer patients.

Conclusions/Significance: Collectively, our results support the idea that modulation of RAD9A and other cell cycle arrest
and DNA repair proteins contribute to the risk of developing a second malignancy in childhood cancer patients.
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Introduction

In most cases, cancer is a multifactorial disease caused by
environmental hazards, unhealthy lifestyle and/or genetic factors
[1]. Because children are usually less exposed to an unfavourable
environment or lifestyle than adults, genetic factors are likely to be
a more important [2]. However, only a small proportion (1-10%)
of childhood cancers has a known genetic ctiology [3]. It is well
known that irradiation and other DNA damaging agents used for
cancer treatment are able to trigger the formation of leukemia and
other cancers [4,5]. Radiation and/or chemotherapy constitute
risk factors for development of a second malignancy, which cannot
be classified as remission of the primary tumor. Because relatively
few childhood cancer survivors develop a second malignancy [6],
genetic predisposition may be involved.

Cells are constantly exposed to endogenous and exogenous
DNA damaging agents. There are several pathways that monitor
and maintain genome integrity. Cells have multiple checkpoints

@ PLoS ONE | www.plosone.org

that transiently delay cell cycle progression to allow extra time for
DNA repair or induce apoptosis [7,8]. Mutations or aberrant
regulation of genes that control cell cycle checkpoints and DNA
repair play important roles in tumorigenesis [9,10] and are prime
candidates when searching for genes modulating the risk for
secondary cancer. If therapy-induced DNA damage is misre-
paired, this can initiate second tumor development. Genetic
predisposition may lead to increased chromosomal instability after
radiation or chemotherapy [5,11,12]. Only in very rare cases of
second childhood malignancy a genetic instability syndrome such
as Fanconi anaemia, ataxia teleangiectasia or xeroderma pigmen-
tosum has been diagnosed [10]. In most cases, the causes
underlying development of a second cancer remain unknown.
To test the hypothesis that modulations in the expression of cell
cycle control and DNA repair genes are associated with secondary
cancer, we analyzed primary fibroblasts of childhood cancer
patients with a second cancer (2C patients) and carefully matched
controls without a second cancer (1C patients). Skin fibroblasts
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represent a normal somatic cell type. In contrast to blood and
EBV-transformed lymphoblasts, which can be more easily
obtained, primary fibroblasts constitute a homogenous cell
population with intact cell cycle and DNA repair checkpoints.
So far there have been only few studies on primary fibroblasts of
cancer patients. Fibroblasts of breast and thyroid cancer patients
were found to have defective repair and/or cell cycle regulation
[13]. Abnormal gene expression in somatic cells of the unaffected
parents of retinoblastoma patients are also consistent with an
inherited predisposition to cancer development [14].

To identify susceptibility factors for second cancer formation, we
screened various DNA-repair associated genes for constitutive protein
expression differences in 2C versus 1C patients. The DNA damage
checkpoint protein RAD9A was downregulated in both untreated
and irradiated somatic cells of two-cancer patients, compared to one-
cancer patients. Increased constitutive and DNA damage-induced
levels of RAD9A protein and other genomic caretakers may help to
maintain genome stability and prevent second tumor development
after radiation and chemotherapy. RAD9A, which in some papers is
called hRAD9 or simply RAD9, is an interesting candidate, because
it functions in multiple pathways, including DNA repair, cell cycle
checkpoint control and apoptosis and its abnormal expression has
been linked to tumorigenesis [15,16].

Results

Recruitment of patients

Twenty individuals who survived a childhood cancer and then
developed a second cancer were recruited from the German
Childhood Cancer Registery. At least one year must have passed
since diagnosis of the second cancer. Twenty matched cases who
survived a childhood cancer and did not develop a second cancer
were randomly chosen from the Registery. The matching criteria
were same sex, equal primary cancer diagnosis, equal age at first
diagnosis, and same time under observation. Because the primary
tumors of matched one- and two-cancer patients were diagnosed
in the same year, the treatment modalities were largely identical.
All patients were followed up from primary cancer diagnosis to the
time when they were recruited.

2C - patient 7 Buffer

Modulation of RAD9A Expression in Somatic Cells

The patients had to be alive and at least 18 years of age (legal
age in Germany) to give their informed consent to skin biopsy.
Less than 50% of the contacted two-cancer patients decided to
participate in the study. Because of these inclusion criteria, we
could only recruit a limited number of two-cancer patients
throughout Germany. There is a certain bias in the distribution of
primary and secondary cancers. For example, the most frequent
combination of acute myeloid leukemia after acute lymphoid
leukemia has a very unfavourable prognosis and, therefore, is not
represented. On the other hand, secondary thyroid carcinomas are
overrepresented, because the patients have a good prognosis and
reach adulthood.

Reduced levels of DNA repair-associated proteins in cells
of two-cancer patients

Customized antibody microarrays (for example, see Figure 1)
were used to compare the constitutive expression levels (without
induction of DNA damage) of different DNA repair-associated
proteins in exponentially growing primary fibroblasts of childhood
cancer patients with and without second tumor, respectively. The
19 studied genes (Table 1) were selected, because they are key
players in different DNA repair pathways (i.e. DNA double-strand
break repair, nucleotide excision repair, base excision repair, and
mismatch repair), participating ecither in signaling of DNA
damage, checkpoint control and/or DNA repair. Mutations in
many of these genes are known to predispose to the development
of cancer.

For each matched (2C vs. 1C) patient pair we determined the
z ratio of triplicate measurements of protein levels (normalized
with logl0 transformation and z scores). Six of the 19 tested
proteins, representing different DNA repair pathways, displayed
lower levels in two-cancer patients (Table 1). The box plots in
Figure 2 present the distribution of z ratios for BRCA1 (—1.36x;
p=0.017), DDIT3 (—1.27x; p=0.011), MSH6 (—1.16x;
p=0.021), TP53 (—1.18x; p=0.003), RADIA (—1.38x;
p=0.040), and RAD51 (—1.37x; p=0.009). The p values were
not corrected for multiple testing and should be considered as
explorative. In order to demonstrate the reliability of our

Anti-ACTB

Anti-RADYA (1.5 pg) Anti-RAD9A (1.0 pg)

Anti-Rad9A (0.5 pg)

1C - patient 7 Buffer Anti-ACTB
. :
f :x-: -:‘ O C - .

Anti-RADYA (1.5 pg) Anti-RAD9A (1.0 pg)

Anti-Rad9A (0.5 pg)

Figure 1. Representative antibody microarray. Different amounts (approximately 1.5, 1.0 and 0.5 pg) of anti-RAD9A antibody (2 ng/pl) are
spotted in triplicates onto nitrocellulose-coated slides and incubated with fluorescent-labeled nuclear protein extract of untreated fibroblasts from
two-cancer patient 2C-7 and the matched one-cancer patient 1C-7, respectively. Anti-ACTB serves as positive and spotting buffer as negative control.

The measured 2C/1C RAD9A protein ratio is 0.5.
doi:10.1371/journal.pone.0025750.g001
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Table 1. Constitutive expression differences of DNA repair-
associated proteins in fibroblasts of 2C vs. 1C patients,
measured by antibody microarrays.

2C/1C Fold
Protein Antibody ratio p value change
ACTB (control)  Sigma #A5441 0.99 0.575 —1.01
ATM Santa Cruz #sc-7230 1.38 0.117 1.38
APEX Novus Biol. #NB100-116  1.08 0.627 1.08
BRCA1 Santa Cruz #sc-1553 0.74 0.017 —-1.36
BRCA2 Santa Cruz #sc-1817 0.90 0.263 —=1.11
DDIT3 Santa Cruz #sc-793 0.79 0.011 —-1.27
ERCC1 Santa Cruz #sc-71072 1.60 0.247 1.60
GADD45 Santa Cruz #sc-793 0.82 0.153 —-1.23
H2AX Upstate #05-636 1.47 0.100 1.47
Ku86 Santa Cruz #sc-5280 1.23 0.502 1.23
MLH1 Santa Cruz, #sc-582 1.07 0.247 1.07
MSH6 Santa Cruz #sc-1242 0.86 0.021 —-1.16
PCNA Santa Cruz, #sc-56 0.96 0.232 —1.04
PMS1 Santa Cruz #sc-615 0.92 0.709 —1.08
PMS2 Santa Cruz #sc-617 0.99 0.737 —1.01
RAD9A Abcam #ab13600 0.73 0.040 —1.38
RAD51 Abcam #ab63801 0.73 0.009 —1.37
RCC1 Santa Cruz sc-1162 0.78 0.263 —1.28
TP53 Santa Cruz #sc-100 0.85 0.003 —1.18
XPA Santa Cruz #sc-853 0.89 0.115 —-1.12
doi:10.1371/journal.pone.0025750.t001

antibody microarrays, Western blot analysis of RADIA was
performed on a representative matched pair. The anti-RAD9A
antibody stained the expected 45 kDa band in nuclear protein
extracts, whereas no or only a faint band was seen in cytoplasmic
extracts (Fig. 3). Consistent with the antibody microarray (Fig. 1),
the Western blot showed a lower amount (60%) of RAD9A
protein in the 2C patient, compared to the matched 1C
patient.

The six proteins showing constitutive expression differences
were also quantified in cells at 1 h and 4 h after 1 Gy y-
irradiation. For each patient, we compared the protein levels
measured by antibody microarrays in treated vs. untreated
samples. Two proteins, RADIA and DDIT3, differed in their
cellular response to DNA damage between 2C and 1C patients.
The box plots in Figure 4 show the z ratios for RAD9A (after
normalization with logl0 transformation and z scores) in the 2C
and the 1C group. In both groups the RAD9A protein levels were
clevated after DNA damage. In the one-cancer group, RAD9A
was overexpressed more than twofold at 1 h and 4 h after
irradiation, compared to the constitutive protein level. In the 2C
group, the amount of RADYA protein increased 1.76- and 1.63-
fold at 1 h and 4 h, respectively, implying a lower induction
(—1.44x, p=0.012 at 4 h) by DNA damage in childhood cancer
patients with a second tumor. Similar to RAD9A, the protein
encoded by the DNA damage inducible transcript DDI73 was also
found to be increased in irradiated cells (Fig. 3). In 1C patients, the
protein level was elevated 1.40- and 1.96-fold at 1 h and 4 h after
DNA damage, compared to 1.26- and 1.95-fold in the 2C group.
At 1 h after irradiation there was a lower induction (—1.13x,
p=0.019) in the two-cancer group.
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Figure 2. Reduced expression of DNA repair-associated
proteins in two-cancer patients. The relative expression levels in
fibroblasts of 2C versus 1C patients are —1.36x (p=0.017) for BRCA1,
—1.27x (p=0.011) for DDIT3, —1.16x (p=0.021) for MSH6, —1.18x
(p=0.003) for TP53, —1.38x (p =0.040) for RAD9A, and —1.37 (p =0.009)
for RAD51. Protein expression was measured by antibody microarrays
(normalized by log10 transformation and z scores). Box plots show the
distribution of z ratios in matched 2C vs. 1C patients. The median is
represented by horizontal lines. The bottom of the box indicates the
25" percentile, the top the 75 percentile. The T bars extend from the
boxes to at most 1.5 times the height of the box. Outliers are shown as
open circles.

doi:10.1371/journal.pone.0025750.g002
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Figure 3. Western blot showing reduced RAD9A protein levels
in a two-cancer patient. The gel on the left side shows Coomassie
blue staining of nuclear and cytoplasmic protein extracts (30 ug each)
from untreated fibroblasts of two-cancer patient 2C-7 and the matched
one-cancer patient 1C-7. The corresponding gel on the right side is
stained with anti-RAD9A antibody, which recognizes a 45 kDA nuclear
protein. The calculated 2C/1C RAD9A protein ratio is 0.6.
doi:10.1371/journal.pone.0025750.g003
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Figure 4. Reduced DNA damage response of two-cancer patients. Differential induction of RAD9A (left side) and DDIT (right side) at 1 h and
4 h after 1 Gy y-irradiation in fibroblasts of two-cancer patients (gray boxes) and one-cancer patients (dotted boxes). Protein expression was
measured by antibody microarrays (normalized by log10 transformation and z scores). Box plots show the distribution of z ratios of treated vs.
untreated cells of the same patients. The median is represented by horizontal lines. The bottom of the box indicates the 25™ percentile, the top the
75" percentile. The T bars extend from the boxes to at most 1.5 times the height of the box. Outliers are shown as open circles. The DNA-damage
induced increase in the 2C group is lower than that in the 1C group for RAD9A at 4 h after irradiation (—1.44x, p=0.012) and for DDIT3 at 1 h after

irradiation (—1.13x, p=0.019).
doi:10.1371/journal.pone.0025750.g004

Reduced RAD9A mRNA expression levels in two-cancer

patients

Because RAD9A protein was most dramatically downregulated
in two-cancer patients, we focussed our further study on this cell
cycle checkpoint and DNA repair protein. We performed
quantitative mRNA expression analyses by real-time RT PCR in
both untreated and irradiated cells. The box plots in Figure 5
present the distribution of expression ratios in 20 matched pairs of
patients. The constitutive RAD9A mRNA levels (without induction
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Figure 5. Reduced mRNA expression of RAD9A in two-cancer
patients. RAD9A mRNA levels in untreated and irradiated (1 h, 4 h and
24 h after 1 Gy) fibroblasts of two-cancer patients, compared to
matched one-cancer patients. mRNA was quantified by real-time RT
PCR (normalized with the AACT method and two endogenous control
genes). Box plots show the distribution of expression ratios in matched
2C vs. 1C patients. The median is represented by horizontal lines. The
bottom of the box indicates the 25" percentile, the top the 75"
percentile. The T bars extend from the boxes to at most 1.5 times the
height of the box. Outliers are shown as open circles, extreme outliers
as triangles. Two-cancer patients show reduced RAD9A mRNA levels
without induction of DNA damage (—2.40x, p=0.004) as well as at 1 h
(—2.54x, p=0.003), 4 h (—2.62x, p=0.003), and 24 h (—2.54x, p=0.003)
after irradiation.

doi:10.1371/journal.pone.0025750.g005
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of DNA damage) were significantly lower in two-cancer patients
(—2.40x, p=0.004), compared to one-cancer patients. Between-
group differences were also observed at 1 h (—2.54x, p=0.003),
4h (—2.62x, p=0.003), and 24 h (—2.54x, p=0.003) after
irradiation. Three matched pairs represent outliers or extreme
outliers in the box plot diagrams, indicating that relative RAD9IA
expression levels can considerably vary between patients and are
not always reduced in two-cancer patients. The (extreme) outliers
represent different combinations of primary and secondary cancer.

Because it has been reported that RADIA expression is
dependent on DNA methylation [17], we determined the
methylation status of the presumed cis-regulatory region by
bisulfite pyrosequencing. Compared to classic bisulfite plasmid
sequencing, bisulfite pyrosequencing can only analyze a limited
number of CpG sites located at the most 30-50 bp 3’ from the
sequencing primer, however on the other hand it can much more
exactly (£2%) quantify the CpG methylation level. The analyzed
DNA segment, which contains three adjacent CpG sites, was
found to be unmethylated in untreated cells of both 2C and 1C
patients. The range of methylation values was 4-10%, as expected
for a transcriptionally active gene. There was no significant
between-group methylation difference, which could explain the
observed expression difference. Because the density of methylated
CpGs rather than individual sites in a CpG island turn a gene on
or off [18,19], the average methylation of a few CpGs can usually
serve as a representative epigenetic marker for a given cis-
regulatory region.

Chromosome 11q13.1 containing the RADIA gene is frequently
amplified in a variety of human tumors [17]. To exclude RAD9A
copy number variations between 2C and 1C patients, we
performed high-resolution karyotype analyses with the Affymetrix
GeneChip Genome Wide Human SNP array 6.0 as well as
quantitative real-time PCR. Both methods revealed two copies of
the RADYA gene in all studied patients.

Discussion

Compared to the enormous ecfforts to characterize the
transcriptomes and proteomes of tumor cells, there are relatively
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few studies searching for gene expression differences in normal
somatic cells of tumor patients [13,14]. To test the hypothesis that
differences in DNA repair pathways may influence the risk for
developing a second tumor following treatment of childhood
cancer, we compared the constitutive levels of DNA repair-
associated proteins in primary fibroblasts of matched two-cancer
and one-cancer patients. Because we did not expect dramatic
differences but rather subtle modulations in the DNA repair
capacity in two-cancer patients, we did not perform a genome-
wide screen but tested only a limited number of well-known DNA
repair-associated genes using highly sensitive antibody micro-
arrays. The observation that 6 of 19 tested DNA repair-associated
proteins were constitutively downregulated in normal cells of two-
cancer patients promotes the idea that the DNA repair pathways
of two-cancer patients are less capable to handle DNA damage
than those of one-cancer patients. For two proteins we also showed
a lower induction after DNA damage. One gene, RADIA was
analyzed in more detail. Both constitutive mRNA expression in
exponentially growing fibroblasts as well as DNA-damage induced
expression at different time points after irradiation was lower in
two-cancer patients than in one-cancer patients. In this light,
RADO9A is a good candidate for a factor predisposing to second
cancer. The differential RAD9A expression was not mediated by
DNA methylation or copy number variation.

The RADI9A gene is evolutionarily highly conserved from yeast
to man, which is generally considered a good indicator for
functional significance. It acts in multiple pathways including base
excision, homologous recombination and mismatch repair as well
as cell cycle checkpoint control and apoptosis. Many of its
functions appear to be mediated by the nuclear RAD9A-HUSI-
Radl protein complex that resembles PCNA [15,16]. Mouse
Rad9~’~ and to a lesser extent Rad9"’~ knockout cells [20] and
human RNAi knockdown cells with reduced RADYA levels [21]
are sensitive to different types of DNA damage, displaying genome
instability, DNA repair deficiency and altered cell cycle check-
points. Embryonic lethality of the mouse Rad9™’~ mutation
indicates that the multiple functions of Rad9A are essential for
embryogenesis and normal development. Mice with targeted
Rad9™’~ deletion in keratinocytes are highly susceptible to
genotoxin-induced skin tumor formation [22,23]. Rad9 '~
keratinocytes display a higher number of spontaneous and
genotoxin-induced DNA breaks, aberrant cell cycle distribution
and an increased rate of apoptosis. This is consistent with the view
that RAD9A functions as a tumor suppressor in skin and other
tissues by promoting DNA repair in damaged cells and stabilizing
the genome before tumorigenesis occurs. It is interesting to note
that both downregulation and upregulation of RAD9A have been
associated with tumorigenesis. RAD9A overexpression has been
observed in a variety of tumors, including breast [17], lung [24],
thyroid [25], and prostate cancer [26]. This suggests that RAD9A
can also function as an oncogene, most likely by aberrant
transactivation of downstream target genes. In general, the RAD9A
level correlated with tumor size and/or stage. RAD9A belongs to a
growing group of genes with dual roles in cancer. Depending on
the cell type and tissue environment, it can demonstrate either
tumor-promoting or tumor-suppressing activity [15]. The mech-
anisms by which the multifunctional RAD9A protein acts as an
oncogene and a tumor suppressor, respectively are largely
unknown.

Because the number of two-cancer patients being 18 years or
older is relatively small, we could not limit our studied patients to
a specific tumor entity or treatment protocol. The largest
subgroup of primary tumors were lymphoid leukemias (10 cases).
Due to their good prognosis, thyroid carcinomas (6 cases) were
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overrepresented as second cancers. Radiation therapy is an
important risk factor for thyroid carcinoma [27]. In this light, it
tempting to speculate that the abundance of RAD9A protein may
modulate the risk for radiation-induced tumors. Future more
comprehensive studies should consider the effects of different
treatment modalities of childhood cancer. However, as outlined
above, recruiting homogenous groups of patients is extremely
challenging. We obtained skin biopsies and blood samples from
all our studied patients. Because many patients were bone-
marrow transplanted, the blood cells were not analyzed.
Fibroblast cultures were established one or more years after
second cancer diagnosis/treatment, which makes it unlikely that
the expression differences between two-cancer versus one-cancer
patients are directly or indirectly influenced by radiation or
chemotherapy. Although it is plausible to assume that cultured
fibroblasts represent the situation in normal body cells, it would
be desirable to also study uncultured cells and/or other tissues.

The number of analyzed patients is relatively small. Never-
theless, our results suggest that the constitutive RAD9A protein
levels as well as the extent of induction after DNA damage vary
between two-cancer and one-childhood cancer patients. We
propose that RADYA functions as tumor suppressor in skin
fibroblasts and other normal cells of the body and, thus, helps to
prevent second cancer. Analysis of various normal cell types in
larger patient populations, for example adult cancer survivors are
necessary to support a role for RAD9YA in DNA damage-induced
carcinogenesis.

Materials and Methods

Patient samples

The German Childhood Cancer Registry has collected almost
completely all childhood cancers in Germany since 1980,
conducting an open-end follow-up with an emphasis on second
neoplasms. With the help of the Registery, we recruited 20 persons
who survived a childhood malignancy and then, unrelated to the
first event, developed a second cancer (2C patients) as well as 20
carefully matched persons [same sex, same primary cancer (ICCC
classification), equal age (1 year) at first diagnosis| who did not
develop a second malignancy (1C patients). Genetic counselling
was offered and informed written content was obtained from all
patients participating in the study, which was approved by the
Ethics Committee of the Medical Association of Rhineland-
Palatinate (No. 837.440.03[4102]).

The mean age at diagnosis of the first tumor was 6.8 years
(range 0-14) in both groups. The primary tumors were acute
myeloid or lymphoid leukemia (11 cases), Hodgkin or Burkitt
lymphoma (5 cases) and other solid tumors (4 cases). The mean
age at second diagnosis in the 2C group was 16.7 years (range 9—
30). The second tumors were myelodysplastic syndrome or
lymphoma (7 cases), thyroid carcinoma (6 cases) and other solid
tumors (7 cases). Second neoplasms were confirmed by experi-
enced clinical oncologists to be mno relapses or alternative
manifestations of the primary neoplasm.

Skin biopsies were taken at the earliest one year, usually several
years after second cancer therapy. Primary fibroblast cell cultures
were established from skin biopsies and cultured in minimal
essential medium with Earle’s salts (Invitrogen, Karlsruhe,
Germany), supplemented with 10% fetal bovine serum, vitamins
and antibiotics. Cells (without DNA damage) were harvested from
exponentially growing subconfluent cultures. To induce DNA
repair, subconfluent cultures were exposed to 1 Gy ionizing
radiation using a GammaCell 2000 (Cs137) irradiator. Samples
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were taken 1 h, 4 h and 24 h after irradiation. Cells were washed
twice with PBS and stored at —80°C until further use.

Western blot and antibody microarray

For nuclear protein extraction cells were resuspended two times
in 500 pl of 10 mM HEPES, 1.5 mM MgCIl2, 10 mM KCI,
pH 7.9 and incubated on ice for 10 min. After 10 s centrifugation
at maximum speed the supernatant was discarded. Then the pellet
was resuspended in 100 pl of 20 mM HEPES, 0.42 M NaCl,
1.5 mM MgCl2, 0.2 mM EDTA, 25% glycerol, pH 7.9 and
homogenized using a syringe with gauge needle. After incubation
on ice for 30 min and centrifugation for 30 min at maximum
speed at 4°C, the supernatant containing the nuclear extract was
separated from the cytoplasmic pellet and stored at —80°C. The
protein concentration was measured according to Bradford, using
Roti Quant (Roth, Karlsruhe, Germany).

For Western blot analysis, 30 ug nuclear protein extract were
separated on a 8% SDS-PAGE gel and then transferred to a
Hybond-P membrane (Amersham, Arlington Heights, 1L, USA).
The membrane was first blocked with 5% non-fat dry milk
(NFDM) dissolved in Tris-buffered saline (50 mM Tris-Cl, pH 7.5,
150 mM NaCl), 0.1% Tween 20 (I'BST). The blots were then
incubated overnight at 4°C with mouse monoclonal anti-RAD9A
antibody, diluted 1:250 (2 ug/ml) in TBS with 5% NFDM. After
washing the blot three times for 5 min with TBST, proteins were
detected with peroxidase-labeled secondary rabbit anti-mouse
antibodies using the BM Chemiluminescence Western Blotting Kit
(Roche Diagnostics, Mannheim, Germany). Band intensities were
quantified with a LAS-3000 (Fujifilm, Disseldorf, Germany)
luminescent image analyzer. Comassie blue staining was used to
adjust the signal intensities to the amount of protein.

Customized antibody microarrays for quantification of 19
different DNA repair-associated proteins (Table 1) were prepared
by spotting one drop, two drops and/or three drops, each drop
containing approximately 0.5 pg antibody in triplicates onto
nitrocellulose-coated slides (Oncyte, nitrocellulose 16 multi-pad
slides, Grace Bio-Labs, Bend, OR, USA), using a non-contact
array spotter (sciFLEXARRAYER 3, Scienion, Berlin, Germany).
Antibodies against beta-actin (ACTB) served as positive, spotting
buffer as negative control. Slides were stored at 4°C in dry
condition. Nuclear proteins were labeled with an amine reactive
fluorine dye, which forms a covalent amide bond between the
primary amines of proteins. Two micrograms of protein and
0.12 ul fluorescent dye (Dylight 649 NHS Ester, Pierce, Rockford,
USA) were incubated for 1 h at room temperature in the dark.
Then excess fluorescent dye was inactivated by adding 100 mM
glycine to the reaction. Prior to use, antibody microarrays were
covered with 16-pad FAST frame hybridization chambers
(Whatman, Maidstone, UK). Unspecific binding sites were
blocked for 1 h at 4°C with 120 ul PBS containing 4% NFDM
per subarray, followed by three washes with 120 ul PBS each for
10 min. Labelled protein samples were incubated on sub-arrays
overnight at 4°C. Afterwards, the slides were washed two times for
15 min with PBS, 5% Tween 20 and two times for 15 min with
HPLC-grade water. Finally, the slides were dried in a SpeedVac
and scanned with a high-resolution confocal scanner (Affymetrix
array scanner 428 TM, High Wycombe, UK). Slide images were
analyzed using the Spotfinder 3.1.1 software (M4, Dana Faber
Cancer Institute, Boston, USA). Background subtraction was
performed according to the formula: spot intensity =mean
intensity SP - (sum bkg — sum top25 bkg)/(number of pixelSP -
number of pixel top25 bkg), where SP represents any spot, bkg the
corresponding background and top25 bkg the top 25% of
background pixel.
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For statistical analysis of microarray data we performed logl0
transformation, z score and z ratio calculations [28]. For between-
group comparisons we used the sign test and, if possible, the
Wilcoxon test (skewness [—1,+1]) and box plots as graphics
(PASW statistics 18.0). No adjustment for multiple testing was
performed. The analyses were regarded as explorative, and the p
values of the corresponding tests are presented for descriptive
reasons. The results of these tests can therefore not be considered
as significant at any level.

Quantitative real-time RT PCR

Total RNAs were prepared from treated and untreated
fibroblast cultures using the TRIzol method (Invitrogen). One
microgram of the RNA samples was reversely transcribed into
c¢DNA using the SuperScript III First-Strand Synthesis System
(Invitrogen). Quantitative real-time RT PCR of RADIA was
performed with a QuantiTect Primer Assay (Qiagen, Hilden,
Germany) and an Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR
system (Life Technologies, Karlsruhe, Germany). Exon-spanning
forward (5'-GAGAAGACGGTGGAAAAATG-3") and reverse
(5"-GGAAGGACAGGTTGTGAGTC-3') primers were designed
with the Primer3, version 0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/)
program. Linearity of amplification was verified by gqPCR
standard curve and sequence analysis. RRNI8S (Qiagen,
#QT00199367) and TBP (#QT00000721) were used as
endogenous control genes. All reactions were performed in
triplicates. Each 25 pl reaction volume contained 25 ng ¢cDNA
template in 10 ul RNase-free PCR graded water, 2.5 pl 10x
QuantiTect Primer Assay and 12.5 pul 2x QuantiTect SYBR
Green PCR Master Mix (Qiagen). PCR was performed in two
stages with one cycle of 95°C for 15 min (first stage) and 40 cycles
of 94°C for 15 s, 55°C for 30 s, and 72°C for 40 s (second stage).
Relative quantification was carried out with the AACT method
using the two endogenous control genes and the one-tumor group
as calibrator (2C vs. 1C comparison). To quantify protein
induction after DNA damage, the untreated cells of each patient
were used as calibrator. Group comparisons were performed with
the sign test and box plots. No adjustment for multiple testing was
performed.

Methylation analysis

The methylation status of a 900 bp long CpG island ranging
from the promoter into intron 2 of the RADIA gene was
determined by bisulfite pyrosequencing. The assays targets three
representative CpG sites in the second intron of this putative cis-
regulatory region [17]. Genomic DNA was isolated with the
QIAamp Mini DNA Kit (Qiagen). Bisulfite conversion of 1 pg
DNA was performed with the EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen)
according to RADYA  was
amplified from bisulfite-converted DNA wusing forward primer
5-GGTTTTTATGGGGAAAGGAGG-3" and biotinylated re-
verse primer 5'-CCACAAACCCAACCCTCTAAC-3'. Primers
were designed with the Pyrosequencing Assay Design Software
(Biotage, Uppsala, Sweden). Pyrosequencing was performed with
the sequencing primer 5-TTTTATGGGGAAAGGA-3" and the
PyroGold SQA reagent kit (Qiagen) on a PSQI6MA system
(Biotage). Data were analyzed with the Pyro Q-CpG software
(Biotage).

the manufacturer’s instructions.

Molecular karyotype analysis

High-resolution screening for microdeletions and duplications
was performed with the Affymetrix GeneChip Genome Wide
Human SNP array 6.0 and the GeneChip Genome Wide SNP Sty
Assay Kit 5.0/6.0, following the protocol developed by the
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manufacturer (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). Data calcula-
tion was performed with Affymetrix Genotyping Console 4.0 and
Chromosome Analysis Suite 1.0.1.

Quantitative real-time PCR with QuantiTect SYBR Green-
based chemistry was used to validate RAD9A copy numbers. PCR
was performed with RAD9A forward primer 5-AGGCT-
GTTCTGCCCTTCTC-3" and reverse primer 5-TGCCT-
CCTCCTCGTGGTA-3" on an ABI 7500 Fast Real-Time PCR
system with one cycle of 95°C for 15 min and 45 cycles of 95°C
for 30s, 60°C for 60s and 72°C for 40s. Copy number
calculation was performed with the AACT method, using the
RFC3 gene (forward primer 5'-AGTAGGTGCTTGGCGGTTC-
3’, reverse primer 5-AGTGTAACTTGACCTACATCTT-
CAATG-3") as a reference. All experiments were performed in
triplicates.
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