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AA/BA Acrylamid/Bisacrylamid
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ABH2/3 alkylation repair homolog 2/3
A.bidest aqua bidestillata; zweifach destiliertes Wasser
ACTB B-Actin

ADP Adenosin-5'-Triphosphat

AIF apoptosis inducing factor

AKT1 a-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1
AML akute myeloische Leukamie

AP-1 activator protein 1

APAF1 Apoptotic protease-activating factor 1
APE AP-Endonuklease
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ARHGDIA Rho GDP dissociation inhibitor alpha
ATG3/7 Autophagy-related 3/7 (yeast)

ATM ataxia-telangiectasia mutated

ATR ATM- und Rad3-related

APS Ammoniumpersulfat

AP-Stellen apurine/apyrimidine Stellen

ATP Adenosin-5‘-Triphosphat

Bad Bcl-2 antagonist of cell death

Bak Bcl2-antagonist/killer
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Bax
Bcl-2
Bcl-XL
Bcl-2
BECN1
BER

Bim

BID
BIRC3
B-NHEJ
bp
BRCA1/2
BSA

C

Ca

CaCl,
CAD
CASP
CCNA1
CCNB1
CCNE1
CD
CDC25A/B
CDKN1A
CDKN1B

cDNA

Breakpoint cluster-2-associated x protein
B-Cell CLL/lymphoma 2

BCL2-like 1, lange Isoform

B-cell lymphoma 2

Beclin1

Base excision repair, Basenexzisionsreparatur
B-cell lymphoma 2 interacting mediator of cell death
BH3 interacting domain death agonist
baculoviral IAP repeat containing 3
backup-NHEJ; alternative NHEJ

Basenpaare

Breast cancer 1/2

bovine serum albumine; Rinderalbumin
Cytosin

Calcium

Calciumchlorid

Caspase-aktivierte DNase

Caspase

Cyclin A1

Cyclin B1

Cyclin E1

cluster of differentiation

Cell division cycle 25 homolog A/B

Cyclin dependent kinase inhibitor 1A = p21
Cyclin dependent kinase inhibitor 1B = p27(KIP1)

complementary DNA



Abktirzungsverzeichnis

Cdk Cyclin dependent kinase

CH3;COOH Essigsaure

Chk1/2 Checkpoint Kinase 1/2

cm Zentimeter

CM-H,DCFDA 5-(und 6)-chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein-Diazetat
C-NHEJ canonical-NHEJ; kanonische NHEJ

CPD Cyclobutan-Pyrimidindimer

Cs Césium

CSR class switch recombination; Klassenwechsel
cpm counts per minute

Cu Kupfer

CXCR4 Chemokin (C-X-C motif) Rezeptor 4

CYP1A1 Cytochrom P450 1A1

CYP1B1 Cytochrom P450 1B1

Da Dalton

DAPCO/DABCO 1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane

DC Dendritic cells, Dendritische Zellen

DDB2 DNA-damage binding protein 2, XPE

DDIT3 DNA-damage-inducible transcript 3

DDR DNA damage response; DNA-Schadensantwort
DED death effector domain

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsaure
DNA-PK DNA-PK-Holoenzym

DNA-PKcs katalytischen Untereinheit der DNA-Proteinkinase
DNTPs Deoxynukleosidtriphosphate
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dRp 5’-Desoxyribose-5-Phosphat

DISC death inducing signaling complex

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DSB DNA-Doppelstrangbruch

dsDNA doppelstrangige DNA

DSMZ Leibniz Institut-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen

DTIC Dacarbazin

DTT Dithiothreitol

E. coli Escherichia coli

E2F-1 E2F transcription factor 1

ECL enhanced chemoluminiscence

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay; enzymgekoppelter
Immunabsorptionstest

ERCCA1 Excision repair cross-complementing rodent repair deficiency,

compementation group 1

ERK2 Extracellular signal-regulated kinase 2

ESB DNA-Einzelstrangbruch

ESBR DNA-Einzelstrangbruchreparatur

EtBr Ethidiumbromid

EtOH Ethanol absolut

FACS fluorescence activated cell sorter

FADD Fas-associated death domain

FANCC Fanconi-Protein, Komplementationsgruppe C

FasR Fas Rezeptor; TNF receptor superfamily member 6; CD95/APO-1
FasL FAS Ligand; Tumor necrosis factor ligand superfamily; CD95-L
FCS Fotales Kélberserum
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Fe Eisen

Fen-1 Flap structure-specific endonuclease 1

FITC Fluoresceinisothiocyanat

FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog
FPG Formamidopyrimidine [fapy]-DNA Glykosylase (E. coli)
FoxM1 Forkhead box M-1

g Gramm

G Guanin

GADD45A Growth arrest and DNA-damage-inducible alpha
GAPDH Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
GM-CSF Granulocyte macrophage colony-stimulating factor
GPX1 Glutathion-Peroxidase 1

GSTM1 Glutathion S-Transferase mu 1

Gy Gray

h Stunde

H Wasserstoff

H2AX Histon 2AX

H,O Wasser

HCI Salzsaure

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansulfonsaure
HIF1A Hypoxia-inducible factor-1a

HMOX1 Hamoxygenase 1

H,0, Wasserstoffperoxid

HR Homologous recombination; homologe Rekombination
HRP Horseradish peroxidase; Meerrettich-Peroxidase
HSP1B Heatshock protein 1B
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HSP90AA1
HUS1

IAP

ICAM1

iDC

IFN

ITGB1

KClI
KU

Ku70

Ku80

LAMP1

LDL

Lig

LMDS
LMP-Agarose
LPS

LSM

Mcl-1

mDC

Heatshock protein 90AA1

HUS1 checkpoint Homolog
Inhibitor of apoptosis
Intercellular adhesion molecule 1
immature D;, unausgereifte DC
Interferon

Immunoglobulin G

Interleukin

lonizing radiation; lonisierende Strahlung
Integrin beta1

kilo

Kaliumchlorid

Ku70/Ku80 Heterodimer

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster
cells 5; XRCC6

X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster
cells 6; XRCC5

Lysosomal-associated membrane protein 1

low density lipoprotein; Lipoprotein niederer Dichte

Ligase

locally-multiply-damaged-sites

low melting point Agarose; Agarose mit niederem Schmelzpunkt
Lipopolysaccharid

Laser Scanning Mikroskop

milli

molar (mol/l)

Induced myeloid leukemia cell differentiation protein

mature DC; ausgereifte DC
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MDC myeloide DC

MDM2 Mouse double minute 2

Me Methyl

mFasL membranstanige Form des FasL

MgCl, Magnesiumchlorid

MGMT OG-Methnguanin-DNA-MethyItransferase

MHC major histocompatibility complex; Haupthistokompatibilitdtskomplex
Ml Mikroliter

min Minute

ml Milliliter

UM Mikromolar

mm Millimeter

MM6 Mono Mac 6

MMP3/7/13 Matrixmetallopeptidase 3/7/13

MMR Mismatch repair; Fehlpaarungsreparatur

MMS Methylmethansulfonat

MNNG N-Methyl-N*-Nitro-N-Nitrosoguanin

MOMP mitochondrial outer membrane permeabilisation
MPG Methylpurin-DNA-Glykosylase

Mph Makrophage

MPS mononukleares Phagozytensystem

MRE11 Meiotic recombination 11 homolog 1

MTIC 5-(3-Methyltriazen-1-yl)imidazol-4-Carboxamid
MSH2 MutS Homolog 2

MWCO molecular weight cut off

N Stickstoff
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NaCl
NAD
NaF
NaOH
NazVO,
NBN
NER

ng
NHEJ
NK-Zellen
nLDL
nm

NO
NOS
NOX
Noxa
NP-40

0y

0°BG
oD
OGG1
OH'
0°-MeG
ONOO

OT™M

Natriumchlorid
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid
Natriumfluorid

Natronlauge
Natriumorthovanadat

Nibrin, NBS-1

Nucleotide excision repair; Nukleotidexzisionsreparatur
Nanogramm

Non-homologous end joining; nicht-homologe Endverknupfung
Natirliche Killerzellen

native Form des LDL
Nanometer

Stickstoffmonoxid
NO-Synthase

NADPH Oxidase 1

Latein fir ,Schaden’

Nonidet P-40; Igepal
Superoxidanionradikal
Singulett-Sauerstoff
0°-Benzylguanin

Optische Dichte
8-0x0G-DNA-Glykosylase 1
Hydroxyl-Radikal
O°-Methylguanin

Peroxynitrit

olive tail moment
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oxLDL

8-oxoG

p-
p21/53
PAGE
PARP-1/2
PBMCs
PBS
PCNA
PCR
PCz
PDC
PE
PEG
PGE
PI
pmo
PMSF
PNK
Pol
POLD1
POLE
PTEN
Puma

6-4PP

oxidierte Form des LDL

8-ox0-7,8-Dihydroguanin

Phosphor

Phospho- [stellvertretend fir eine Phosphatgruppe (PO3)]
Tumor Protein 21/53
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Poly-ADP-Ribose-Polymerase-1/2

peripheral blood mononuclear cells

Phosphate buffered saline; Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
proliferating cell nuclear antigen

Polymerase chain reaction; Polymerase-Kettenreaktion
Procarbazin

plasmazytoide DC

Phycoerythrin

Polyethylenglykol 400

Prostaglandin E

Propidiumiodid

pikomo

Phenylmethylsulfonylfluorid

Polynukleotidkinase

Polymerase

DNA-Polymerase delta1

DNA-Polymerase epsilon

Phosphatase and tensin homolog

p53 upregulated modulator of apoptosis

6—4-Photoprodukt
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R’

RAC1

RADS50/51

REV1

REV3L

RF-C

RHOA/B

RO

ROO

ROS

RNA

RNase

mRNA

rRNA

RNS

RT

SCGE

SDS

SELE

Ser

sFasL

smac/DIABLO

SOD

SOD1

ssDNA

Alkylradikal

Ras-related C3 botulinum toxin substrate

RAD50/51 Homolog

REV1 Homolog

REV3-like, catalytic subunit of DNA polymerase zeta
Replikationsfaktor C

Ras homolog gene family, member A/B
Alkoxylradikal

Peroxylradikal

reactive oxygen species; Reaktive Sauerstoffspezies
Ribonucleic acid; Ribonukleinsaure

Ribonuklease

messsenger RNA

ribosomale RNA

reactive nitrogen species; Reaktive Stickstoffspezies
Raumtemparatur

Sekunde

Einzelzellgelelektrophorese

Sodiumdodecylsulfate; Natriumdodecylsulfat
E-Selektin

Serin

geldste Form des FasL

Second mitochondria-derived activator of caspase/Direct IAP-
binding protein with low pl

Superoxid-Dismutase
Superoxid-Dismutase 1

einzelstranige DNA
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STZ

Tab.
Taq
TBE
TBS
TBS-T
TCA
TE
TEMED
tert
tert-BOOH
Thr
TIAM1
TIMP2
TGF

T

T™MZ
TNF
TNFR1
TOPO2A/B
TRAIL
TREX1
Tris

TWEAK

Streptozotocin

Zeit

Thymin

Tabelle

Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA

Tris-buffered saline; Tris-gepufferte Salzlésung
TBS mit 0,2% (v/v) Tween
Trichloressigsaure

Tris-EDTA-Puffer
Tetramethylethylethylendiamin

tertiér

tert-Butylhydroperoxid

Threonin

T-cell lymphoma invasion and metastasis 1

Tissue inhibitor of metalloproteinases 2

transforming growth factor; transformierender Wachstumsfaktor

Schmelztemperatur

Temozolomid; Temodal®

Tumornekrosefaktor

TNF Rezeptor 1

Topoisomerase 2A/B

TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor
Three prime repair exonuclease 1
Tris-(hydroxymethyl)-aminoethan

tumor necrosis like weak inducer of apoptosis
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TP53/63/73 Gen des Tumor Proteins 53/63/73

u.a. unter anderem

uv Ultraviolette Strahlung

uv-C Ulraviolette Strahlung der Wellenlange 200-290 nm
Upm Umdrehungen pro Minute

VCAM1 Vascular cell adhesion protein 1

viv Volumen pro Volumen

WEE1 Wee1 Homolog

WRN Werner-Syndrom ATP-abhangige Helikase

WRNIP Werner helicase interacting protein 1

WST-1 Water soluble tetrazolium 1

w/v Gewicht pro Volumen

X -mal/-fach

XLF/Cer XRCC4-like factor/Cernunnos

XPA/C Xeroderma pigmentosum, Komplementationsgruppe A/C
XRCC1/3/4 X-ray repair cross complementing protein 1/3/4
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die weiBen Blutzellen des Immunsystems

Die weilRen Blutzellen des Immunsystems, auch als Leukozyten bezeichnet,
unterscheiden sich von den roten Blutzellen, den Erythrozyten dadurch, dass sie einen
Zellkern besitzen und den roten Sauerstoff bindenden Blutfarbstoff Hamoglobin nicht
enthalten. Leukozyten sind sowohl an der angeborenen unspezifischen als auch an der
erworbenen spezifischen Immunabwehr beteiligt. Alle Leukozyten stammen von
Vorlauferzellen im Knochenmark ab, den hamatopoetischen Stammzellen. Aus diesen
entwickelt sich ein gemeinsamer lymphatischer und myeloider Vorlaufer. Dieser Prozess
wird durch Wachstumsfaktoren und Zytokine reguliert (Didulio, 1991). Aus der
gemeinsamen lymphatischen Vorlauferzelle differenzieren alle Lymphozyten, welche in T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten und NK-Zellen unterteilt werden. Treffen Lymphozyten auf
ein Antigen werden sie zur Proliferation und Ausdifferenzierung ihrer speziellen
Funktionsmerkmale aktiviert. Eine besondere Fahigkeit dieser Zellen ist, dass sie auf
praktisch jedes Antigen eine spezifische Immunantwort entwickeln (adaptive
Immunantwort). Aus der gemeinsamen myeloiden Vorlauferzelle gehen Monozyten, die
Vorlaufer der Makrophagen, sowie dendritische Zellen (DCs), Mastzellen und
Granulozyten hervor. Granulozyten werden weiter unterteilt in neutrophile, eosinophile
und basophile Granulozyten. Auch Erythrozyten und Blutplattchen entwickeln sich aus
dem myeloiden Vorlaufer, werden aber nicht den Leukozyten zugeteilt. In den folgenden
Abschnitten wird insbesondere auf die in der vorliegenden Arbeit untersuchten

Monozyten, DCs und Makrophagen eingegangen.

111 Monozyten

Monozyten bilden 3 bis 8% der Leukozyten und sind mit einem Durchmesser von 12 bis
25 uym die gréRten im Blut zirkulierenden Zellen des menschlichen Organismus. Sie
haben einen vielgestaltigen Zellkern, welcher sich kugel-, bohnen- oder nierenférmig
darstellen kann. Im Zytoplasma ist eine Vielzahl von Lysosomen zu finden, die dem
intrazellularen Abbau aufgenommener Mikroorganismen und Gewebetrimmern dienen
(Phagozytose), wodurch Monozyten zur Prasentation dieser Abbauprodukte
(Antigenprasentation) befahigt werden. Zur Erkennung dieser koérperfremden Partikel
dienen den Monozyten verschiedene Oberflachenrezeptoren. Der wohl bekannteste ist
der CD14-Rezeptor, der an Lipopolysaccharide (LPS) bindet, welche in der aufieren

Zellmembran gramnegativer Bakterien verankert sind. Zusammen mit der Sekretion von
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Zytokinen, welche als intrazellulare Mediatoren die Immunantwort modulieren, bilden
diese Eigenschaften der Monozyten einen wichtigen Bestandteil der angeborenen
unspezifischen Immunantwort. Zu den von Monozyten sezernierten Zytokinen gehoren die
Interleukine-1, -6, -10 und -12, der Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) und der
transformierende Wachstumsfaktor-f3 (TGF-R).

Mittels Zytokinen ist es mdglich in vitro aus Monozyten DCs und Makrophagen zu
generieren (Abb. 1.1). Nach Separation der Monozyten aus dem peripheren Blut kénnen
diese mittels der Zytokine GM-CSF und IL-4 zu unreifen DCs differenziert werden
(Sallusto and Lanzavecchia, 1994). Hierbei stimuliet GM-CSF die Expression von fur
DCs charakteristischen Oberflachenmarkern (siehe Anhang 6.1) und IL-4 inhibiert die
Expression von CD14, was zur Suppression der Makrophagendifferenzierung flhrt
(Jansen et al.,, 1989). Zur vollstandigen Ausreifung der DCs werden noch weitere
proinflammatorische Zytokine bendtigt, wie IL-13, IL-6, PGE und TNF-a (Jonuleit et al.,
1997). Im Zuge dieser Ausreifung werden auch die Oberflachenmarker CD80, CD83 und
CD86 hochreguliert, welche zur Phanotypisierung von DCs mittels Durchflusszytometrie
verwendet werden konnen (Aiba, 1998). Weitere zellspezifische Oberflachenmarker,
sogenannte ,Cluster of Differentiation* (engl.; CD), humaner Monozyten, DCs und
Makrophagen sind in Tabelle 6.1 im Anhang zusammengefasst. Einer der Hauptfaktoren
der Makrophagen-Generierung ist GM-CSF (Bender et al., 2005). Die Stimulation der
Monozyten mit GM-CSF in vitro induziert die Differenzierung der Monozyten zu

Makrophagen, was eine vermehrte Adharenz von Makrophagen bewirkt.

GM-CSF +
IL-4

—)
~

GM-CSF

Makrophage

Abb. 1.1: In vitro Generierung von DCs und Makrophagen. Humane Monozyten kénnen mittels
der Zytokine GM-CSF und IL-4 oder GM-CSF allein zu unreifen DCs oder Makrophagen
differenziert werden.
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1.1.2 Makrophagen

Monozyten zirkulieren nur kurzzeitig fir 1 bis 3 Tage im Blut. Sie zirkulieren im gesamten
Korper, um anschlieBend in verschiedene Gewebe einzuwandern (Diapedese). Dort
differenzieren diese hauptsachlich zu residenten Makrophagen, die in den verschiedenen
Zielgeweben verbleiben. Typische Gewebsmakrophagen sind beispielsweise die
Kupffer‘ schen Sternzellen in der Leber, die Alveolarmakrophagen in der Lunge oder die
Mikrogliazellen im zentralen Nervensystem. Makrophagen sind aber auch in Organen wie
der Niere und Lymphknoten zu finden, was diese Organe zu Filterstationen macht, die
dem Abfangen von Mikroorganismen aus der Blut- und Lymphzirkulation dienen. Die
charakteristische Grundeigenschaft der Makrophagen ist die Phagozytose (Coleman,
1986). Dabei nehmen sie fremde Partikel und Pathogene unspezifisch auf und zerstéren
diese, was sie mitunter zu den wichtigsten Effektorzellen der angeborenen unspezifischen
Immunantwort macht. Im Anschluss an die Phagozytose werden die prozessierten
Antigene auf der Zelloberflache der Makrophagen fiir die CD4"- und CD8"-T-Lymphozyten
prasentiert, um so auch die spezifische Immunantwort zu aktivieren. Zuséatzlich
produzieren auch Makrophagen Zytokine wie das Interleukin-1, -6, -8, -10 und -12, sowie
den TNF-a. Zur Abtétung von Mikroorganismen nutzen Makrophagen auch reaktive
Sauerstoff- und Stickstoffspezies (ROS/RNS), wie das Superoxidanion-Radikal (O,),
Wasserstoffperoxid (H,0,), Stickstoffmonoxid (NO) sowie Peroxynitrit (ONOO’; durch
Kombination von O,” und NO) (Forman and Torres, 2001). Peroxynitrit ist ein sehr
kurzlebiges Oxidans, was die Zelle stark schadigen kann und so Zelltod induziert (Szabo
et al., 2007). Stickstoffmonoxid wird von der NO-Synthase aus L-Arginin synthetisiert und
wirkt antibakteriell (Fang and Vazquez-Torres, 2002). ROS entstehen durch die NADPH-
Oxidase, die Superoxidanion-Radikale in den Zellen erzeugt, was die Synthese weiterer
ROS verursacht, die Mikroorganismen abtéten (Babior, 1999). Das Superoxidanion-
Radikal wird sowohl durch spontane Dismutation als auch enzymatisch durch die
Superoxid-Dismutase (SOD) zu H,O, umgebildet. H,O, ist stabiler als das
Superoxidanion-Radikal und kann leicht die Zellmembran durchdringen. Aus H,O, kann
wiederum das hochreaktive Hydroxylradikal (OH’) entstehen, welches eine Vielzahl
zellularer Makromolekiile, wie die DNA, angreifen kann (Gwinn and Vallyathan, 2006). Je
nachdem, ob der Erreger bereits von der Zelle aufgenommen wurde oder sich noch
aullerhalb der Zelle befindet, werden ROS intrazellular freigesetzt oder nach aufen an
das umgebene Gewebe abgegeben. Im Fall von chronischen Entziindungen und Infekten
kann dies ein permanenter oxidativer ,Stress” fir den Kérper bedeuten. Es werden immer
mehr Makrophagen und andere Immunzellen vom Immunsystem zum Ort der Entziindung
rekrutiert, so dass immer mehr ROS ins Gewebe abgegeben werden. Diese
explosionsartigen Freisetzung von freien Radikalen wird als ,Oxidative Burst‘ (engl.)
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bezeichnet. Dieser kann Gewebezellen ohne ausreichendes antioxidatives Schutzsystem
dermalen schadigen, dass diese ihre Funktionen nicht mehr erfillen oder sogar zu

Krebszellen werden.

Makrophagen spielen desweiteren eine bedeutende Rolle bei der Entstehung von
Atherosklerose. Atherosklerose ist eine Erkrankung des arteriellen Systems, welche tber
viele Jahre symptomlos entsteht, bis sie sich durch Ischdmie, Thrombose, Angina
pectoris, Herzinfarkt, Schlaganfall und/oder plétzlichen Tod offenbart. Der
Krankheitsverlauf ist gekennzeichnet durch eine fortschreitende Degeneration der grofen
Arterien  mit  progressiver  Veranderung der Gefalwand. Dabei flhren
Bindegewebewucherung, intra- und extrazelluldare Einlagerungen von Cholesterin,
Fettsduren und Kalk sowie Akkumulation von Kollagen und Proteoglykanen zu einer
Verhartung und Verdickung der Gefale, welche mit Verengungen und Elastizitatsverlust
einhergehen. Fir die Entstehung atherosklerotischer GefalRkrankheiten gelten als
Risikofaktoren heute Hypertonie, Ubergewicht, Hyperlipiddmie, Hypercholesterindmie,
Diabetus mellitus, méannliches Geschlecht, Alter, aber auch die Lebensweise, wie
kalorien- und fettreiche Ernahrung, Rauchen, Stress sowie genetische und konstitutionelle
Faktoren. Dem Cholesterin fallt bei dieser Aufzahlung eine herausragende Rolle zu.
Hinsichtlich der Frage welche Mechanismen zur |Initierung des komplexen
atherosklerotischen Geschehens flihren, haben sich in den letzten Jahrzehnten zwei
zentrale Hypothesen herauskristallisiert. Laut der ,response to injury’-Hypothese von Ross
et al. stellt die Verletzung der an das Blut grenzenden Endothelschicht den Ausléser flr
die Entstehung des atherosklerotischen Geschehens dar (Ross et al., 1977). Hingegen
berichtet Goldstein et al. in seiner ,lipoprotein-induced atherosclerosis-Hypothese von
einer raschen Aufnahme chemisch modifizierten LDLs (engl. low density lipoprotein)
durch Makrophagen und der darauf folgenden Entwicklung zu Schaumzellen (Goldstein
and Brown, 1977a; Goldstein and Brown, 1977b). Hierbei wird die modifizierte (oxidierte)
Form des LDL, das sogenannte oxLDL, als Ursache fir die Initiierung der Atherosklerose
angesehen. OxLDL hat eine chemotaktische Wirkung auf die im Blut zirkulierenden
Monozyten. Sowohl die Adharenz am Endothel als auch die anschlieRende Penetration
der Monozyten in den subendothelialen Raum wird durch oxLDL geférdert (Erl et al.,
1998; Ang et al., 2011). Im Subendothelium erfolgt die Differenzierung zu Makrophagen.
Makrophagen erkennen Uber sogenannte ,Scavenger'-Rezeptoren oxLDL, nehmen mehr
und mehr LDL-Cholesterin-Partikel ungehemmt auf und entwickeln sich zu mit LDL
Ubersattigten Schaumzellen (Hofnagel et al., 2007). Kommt es zum Sterben und Auflésen
der Schaumzellen, werden Lipide, LDL-Cholesterin und Kalk in den subendothelialen

Raum entlassen. Diese erneute Freisetzung von LDL-Cholesterin rekrutiert erneut
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Makrophagen zum Ort der Entzindung, so dass es vermehrt zur Bildung von

Schaumzellen kommt und letztendlich zur Entstehung atherosklerotischer Plaques.

1.1.3 Dendritische Zellen

DCs werden auch als Wachter des Immunsystems bezeichnet. Sie kénnen eine durch
CD4'- und CD8"*-T-Lymphozyten vermittelte Immunantwort initiieren, die Immunantwort
durch Stimulation von T-Gedachtniszellen verstarken sowie immunologische Toleranz
gegenlber Selbstantigenen vermitteln (Banchereau and Steinman, 1998). Somit stellen

sie einen wichtigen Bestandteil des adaptiven Immunsystems dar.

Bereits 1868 berichtete Paul Langerhans von vermeintlichen Nervenzellen in der Haut mit
zytoplasmatischen Auslaufern, welche nach ihm benannt wurden. 1973 wurden DCs
erstmals von R. M. Steinman und Z. A. Cohn als Zellen mit Baumchen-artige Cytoplasma-
Auslaufern (lat. Dendros; Baum) in der Milz von Mausen beschrieben (Steinman and
Cohn, 1973). lhrem Namen entsprechend verleihen diese Dendriten den Zellen ihre
charakteristische sternformige Gestalt. Die Funktion der DCs wurde allerdings erst Jahre
spater aufgeklart (Steinman and Witmer, 1978). Es existieren verschiedene Typen von
DCs. Zwar gehen alle aus einer pluripotenten CD34" Stammzelle hervor, unterscheiden
sich aber in ihrem Weg der Differenzierung (Shortman and Naik, 2007). Grundsatzlich
sind im humanen System zwei Formen der DCs zu unterscheiden: die CD11c
plasmazytoiden DCs (PDCs) und die CD11c” myeloiden DCs (MDCs). Die PDC geht aus
dem lymphoiden Entwicklungsweg hervor und ist im Blut und peripheren Lymphorganen
lokalisiert. Sie weist keine Dendriten auf, hat eine lange Lebensdauer und stellt eine
zirkulierende Zelle dar, welche nach Aktivierung Interferon-a (IFN-o) bildet (O'Keeffe et
al., 2002; Liu et al, 2005). Zu den MDCs zahlen die interstitiellen DCs und die
Langerhans Zellen, die beide myeloiden Ursprungs sind. Interstitielle DCs sind im
Interstitium der meisten Organe wie Herz, Leber, Niere, Pankreas, Darm, Haut,
Urogenitaltrakt und Schilddriise zu finden (Hart and Fabre, 1981). Langerhans Zellen
befinden sich in der Haut und der Mukosa (Fahrbach et al., 2007) und sind durch eine
hohe Expression von Langerin in ihrer Plasmamembran und Birbeck-Granula im
Zytoplasma ausgezeichnet (Shortman and Naik, 2007). In der vorliegenden Arbeit wurden

lediglich Monozyten-abgeleitete DCs untersucht, welche den MDCs entsprechen.

MDCs kommen in groflder Zahl als unreife Zellen in peripheren Geweben vor. Sie besitzen
Dendriten, welche als Auslaufer in alle Raumrichtungen austrahlen, wodurch sie optimal
darauf angepasst sind eindringende Pathogene und Antigene aufzunehmen. Die

Aufnahme findet mittels Makropinozytose, Endozytose oder Phagozytose statt (Xiang et
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al., 2006). Die Antigenaufnahme induziert zusammen mit inflammatorischen Zytokinen die
Reifung und Migration der unreifen DC vom peripheren Gewebe zu den entsprechenden
lymphatischen Organen. Dort werden die aufgenommenen Antigene intrazellular zu
Peptiden prozessiert, an Haupthistokompatibilitatskomplexe (engl. major histocompatibility
complex; MHC) gebunden und an der Zelloberflache prasentiert, so dass diese spezifisch
von T-Lymphozyten erkannt werden. DCs exprimieren neben einer groRen Menge von
MHC-Antigen-Komplexen weitere kostimulatorische Moleklle, die zur T-Zellaktivierung
notwendig sind, beispielsweise CD86. Die Interaktion zwischen DC und T-Zelle erfolgt
zwar durch die Bindung des T-Zellrezeptors an den MHC-Klasse II-Antigen-Komplex,
jedoch ist ein zweites Signal zur T-Zellaktivierung notwendig. Dieses Signal besteht aus
der Interaktion von B7-Molekilen (CD80, CD86) auf der DC mit CD28 auf T-
Lymphozyten. Beziglich der Zytokinfreisetzung sind MDCs potente Produzenten von IL-
12 und TNF-a, sowie IFN-a. Dabei ist lediglich eine DC notwendig, um bis zu 3000 T-
Zellen zu aktivieren, wobei diese Interaktion zwischen 15 Stunden und 2 Tagen andauern
kann (Moser, 2004). Der MHC-Klasse II-Antigen-Komplex aktiviert naive CD4"-T-Zellen,
welche durch Zytokine induziert zu Tyi- oder Typ-Zellen differenzieren. Tyi-Zellen
sezernieren Zytokine, die zur Aktivierung von Makrophagen fuhren. Ty,-Zellen aktivieren
B-Zellen. Der MHC-Klasse |-Antigen-Komplex interagiert hingegen mit naiven CD8"-T-
Zellen. Diese werden zur Proliferation stimuliert und differenzieren zu zytotoxischen T-
Zellen, welche in Tumorzellen oder mikrobiell befallenen Zellen Apoptose induzieren.
Reife DCs haben eine Lebensdauer von 3 bis 4 Tagen, was die T-Zellaktivierung zeitlich
begrenzt. Sie sterben durch Induktion von Apoptose Uber Hochregulation der Expression
eines pro-apoptotischen Proteins der Bcl-2 Familie, Bim (Hou and Van Parijs, 2004), und

der Herabregulation der Expression des anti-apoptischen Proteins Bcl-2 (Moser, 2004).

DCs sind nicht nur eine wichtige Komponente des Immunsystems, sondern spielen auch
in der Tumorbekdmpfung eine grofle Rolle. Durch Vakzinierung mit ex vivo aus
Monozyten generierten und mit Tumorantigen-beladenen DCs kdnnen in vivo zytotoxische
T-Zellen aktiviert werden (Gong et al., 2000), welche sich gegen die Tumorantigene
richten und so gezielt Apoptose in den Tumorzellen induzieren. Die Wirksamkeit einer
solchen Immuntherapie konnte in verschiedenen Studien durch Kombination mit
Zytostatika gesteigert werden, was sowohl im Mausmodell (Tanaka et al., 2002; Shin et
al., 2003; Ramanathapuram et al., 2005) als auch im Menschen (Morisaki et al., 2003;
Kashimura et al., 2004; Holtl et al., 2005) gezeigt wurde.

Diesbezlglich wurde bereits die Sensitivitdt gegenlber alkylierenden Agenzien, welche
auch in der Tumortherapie eingesetzt werden, sowie die Reparaturkapazitat von

Monozyten und daraus abgeleiteten DCs untersucht. Dabei zeigte sich, dass die Zytokin-
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gesteuerte Differenzierung von Monozyten zu DCs die Sensitivitat der Zellen gegenuber
Alkylantien und auch deren Reparaturkapazitat beeinflusst (Briegert et al., 2007; Briegert
and Kaina, 2007). Monozyten haben im Vergleich zu DCs eine hohe Sensitivitat
gegenuber alkylierenden Agenzien, wie Temozolomid, MMS oder MNNG, was durch
einen Defekt in der Basenexzisionsreparatur (engl. Base excision repair, BER) erklart
wird. Dieser Defekt wird durch die Zytokin-gesteuerte Differenzierung zu DCs

aufgehoben, was die Zellen resistenter gegentber Alkylantien macht.

1.2 Induktion von DNA-Schaden

DNA-Schaden entstehen taglich in groer Menge und spielen eine bedeutende Rolle
wahrend der Mutagenese, Karzinogenese und wahrend des Alterungsprozesses. Sowohl
durch exogene als auch durch endogene Faktoren kdnnen Schaden in der DNA induziert
werden. Zu den exogenen Faktoren gehoren physikalische Mutagene wie UV-Licht und
ionisierende Strahlung sowie chemische Mutagene wie polyzyklische Kohlenwasserstoffe
(z.B. Benzpyren), welche im Zigarettenrauch vorkommen oder alkylierende Substanzen
(z.B. Nitrosamine), die in der Nahrung enthalten sein kdnnen. Endogene Faktoren sind
chemische Genotoxine, welche wahrend des Stoffwechsels entstehen. Dazu gehdéren
reaktive Sauerstoffspezies (engl. reactive oxygen species; ROS) oder spontane
chemische Reaktionen wie die hydrolytische Desaminierung (Entstehung einer anderen
Base durch Abspaltung von Ammoniak, z.B. Cytosin wird zu Uracil) und die hydrolytische
Depurinierung (die Base wird vollstandig vom Zucker abgespalten). Nicht repariert kénnen
solche DNA-Schaden zu einer dauerhaften Veranderung des Erbguts in Form von
Mutationen und chromosomalen Aberrationen fiihren, welche zu Krebs, Zelltod oder

zellularer Seneszenz und damit zum Alterungsprozess des Organismus beitragen.

1.21 Reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress

1.2.1.1 Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies

ROS (siehe Tab. 1.1) entstehen in allen aeroben Organismen wahrend des
mitochondrialen Stoffwechsels, wahrend molekularer Sauerstoff sequentiell zu Wasser
reduziert wird. ROS sind an der Entstehung von Krebs, an Alterungsprozessen, an
Entziindungsreaktionen sowie vielen zellularen Prozessen wie der Signaltransduktion

beteiligt.
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Tabelle 1.1: Ubersicht verschiedener ROS.

Bezeichnung Formel
Superoxidanion-Radikal 0,
Wasserstoffperoxid H,0,
Hydroxylradikal OoH’
Singulett-Sauerstoff 0,
Alkylradikal R’
Alkoxylradikal RO’
Peroxylradikal ROO
Stickstoffmonoxid NO
Peroxynitrit ONOO™

Superoxidanion-Radikale (O™) sind die am haufigsten endogen gebildeten ROS, da in der
mitochondrialen Atmungskette etwa 1 bis 3% des gesamten Sauerstoffs unvollstandig,
lediglich bis zum Superoxidanion-Radikal reduziert wird. Die sequentielle Reduktion von
Sauerstoff ist in Abb. 1.2 dargestellt.

e e + 2H* e + H* e + H*

0, >0y > H,0, > OH' >H,0

Abb. 1.2: Sequentielle Reduktion von molekularem Sauerstoff liber Superoxidanion-Radikal,
Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikal zu Wasser.

Neben der Atmungskette werden Superoxidanion-Radikale auch im Zuge anderer
Enzymreaktionen gebildet. Beispiele hierfir sind der Arachidonsauremetabolismus, der
Jespiratory burst’ von Abwehrzellen sowie der Purinabbau durch das Xanthinoxidase-
System. Aufgrund seiner Ladung ist es dem Superoxidanion-Radikal nicht mdglich,
biologische Membranen zu durchdringen. Unter physiologischen Bedingungen unterliegt
es einer spontanen Dismutation zu H,O, und molekularem Sauerstoff (O,) (Abb. 1.3),

wobei diese Reaktion auch enzymatisch katalysiert Gber die SOD erfolgt.
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2 02- + 2 H+—) H202 + 02

Abb. 1.3: Spontane Dismutation von Superoxidanion-Radikalen.

H,O, kann zusatzlich zur bivalenten Reduktion von Sauerstoff und der spontanen
Dismutation von Superoxidanion-Radikalen auch durch spezifische, vor allem in der Leber
lokalisierte Oxidasen gebildet werden. Aufgrund seiner geringen Polaritat kann H,O, im
Gegensatz zu Superoxidanion-Radikalen biologische Membranen durchdringen. Beide
Radikalspezies sind Vorstufen weitaus aggressiverer Radikalspezies. Durch
Superoxidanion-Radikale erfolgt eine Reduktion von Metallionen, insbesondere Eisen und
Kupfer. Die reduzierten Metallionen kdnnen wiederum H,O, in der sogenannten Fenton-
Reaktion zu Hydroxylradikalen (OH’) und deren Anionen umsetzen. Insgesamt wird dabei
von der metallkatalysierten Haber-Weiss-Reaktion gesprochen (Abb. 1.4) (Halliwell and
Gutteridge, 1984; Halliwell and Aruoma, 1991).

O, + Fe’* —> O, +Fe*
F62+ + H202 _—> Fe3+ + OH' + OH-

02- + H202 E—— 02 + OH' + OH-

Abb. 1.4: Metallkatalysierte Bildung von Hydroxylradikalen.

Zusatzlich zur Bildung von Hydroxylradikalen ist die Toxizitat von Superoxid auch auf die
Reaktion mit Stickstoffmonoxid (NO) unter Entstehung von Peroxynitrit (ONOO)
zurtickzufiihren (Duchstein et al., 1999). Die in der Haber-Weiss-Reaktion entstehenden
Hydroxylradikale besitzen eine sehr hohe Reaktivitdt. Sie reagieren mit nahezu allen
zellularen Molekilen wie Lipiden, Proteinen, Nukleinsduren und Kohlenhydraten, wodurch
sie fur die Zelle auflerst toxisch sind (Halliwell and Gutteridge, 1984; Halliwell and
Aruoma, 1991).

Eine weitere ROS, die mit der DNA reagieren kann, ist der Singulettsauerstoff ('O,).
Dieser kann sowohl photochemisch durch Photosensibilisierung als auch chemisch durch
enzymatische Oxidationen in der Zelle gebildet werden (Epe, 1991). Desweiteren werden
auch Alkyl- (R’), Alkoxyl- (RO’) und Peroxylradikale (ROO") zu den ROS gezahlt. Diese

entstehen aus ungeséttigten Fettsauren in Lipidmembranen, insbesondere bei
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Anwesenheit von katalysierenden Metallionen durch Angriff von ROS oder RNS und
durch die Enzyme Cyclooxygenase und Lipoxygenase (Marnett and Plastaras, 2001).
Folgeprodukte der Oxidation von mehrfach ungesattigten Fettsauren sind reaktive
elektrophile Verbindungen wie Acrolein, Crotonaldehyd, Malondialdehyd und 4-
Hydroxynonenal, welche die DNA angreifen und zur Bildung von Ethenoaddukten fiihren
(Bartsch and Nair, 2000; Marnett, 2000; Marnett and Plastaras, 2001).

Zum Abfangen dieser freien Radikale stehen der Zelle als primarer Schutz sowohl
enzymatische als auch nicht-enzymatische Radikalfanger und Antioxidantien zur
Verfligung. Zu diesem antioxidativem Schutzsystem gehéren Enzyme wie die SOD,
Katalasen und Peroxidasen. Diese Enzyme enthalten als essentielle Cofaktoren die
Mineralstoffe Eisen und Zink sowie die Spurenelemente Kupfer, Mangan und Selen. Als
zusatzliche Radikalfanger dienen der Zelle Vitamin C und E, Ubichinone (Coenzym Q10)
und Glutathion. Auch in der Nahrung sind natirliche Antioxidantien wie Carotinoide und
Resveratrol enthalten, welche fir das detoxifizierende System nicht notwendig sind, es

aber unterstitzen konnen.

1.2.1.2 Biologische Konsequenzen der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies

Kommt es zu einer Schadigung oder Uberlastung des antioxidativen Schutzsystems,
entsteht zwischen der Bildung und dem Abbau freier Radikale bzw. ROS ein
Ungleichgewicht. Die daraus resultierende vermehrte Bildung von ROS wird als oxidativer
Stress bezeichnet. Biologische Konsequenzen des oxidativen Stresses fur eine Zelle sind

Lipdperoxidation, Proteinoxidation und Schadigung der DNA.

Als Lipidperoxidation wird die radikalische Oxidation ungesattigter Fettsduren bezeichnet.
Dabei entstehen verschiedenen reaktive Aldehyde, wie Malondialdehyd und Radikale, die
die DNA angreifen und diese chemisch modifizieren. Zusatzlich fihrt die Lipidperoxidation

auch direkt zur Schadigung von Phospholipiden der Zellmembran.

Werden Proteine durch ROS oxidiert, kommt es zu Storungen bzw. Verlust der Struktur

sowie der enzymatischen Aktivitat der Proteine.

Zu den oxidativen DNA-Schaden zahlen Strangbriiche im Zucker-Phosphat-Riickgrat bei
einem oder beiden DNA-Strangen, oxidierte Basen, apurine/apyrimidine Stellen (AP-
Stellen) durch Hydrolyse der glycosidischen Bindung zwischen Base und Zucker der
DNA, sowie DNA-DNA- und DNA-Protein-Quervernetzungen (Halliwell and Aruoma, 1991;
Epe, 1996; Marnett, 2000).
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Aufgrund des niedrigen Oxidationspotentials von Guanin (Huttermann, 1982) ist 8-oxo-
7,8-Dihydroguanin (8-oxoG) die dominierende oxidative DNA-Lasion. Wéahrend der
Replikation kommt es zur Fehlpaarung zwischen 8-oxoG und Adenin, wodurch dieser
Lasion ein hohes promutagenes Potenzial zugesprochen wird (Tchou and Grollman,
1993).

1.2.1.3 Generierung reaktiver Sauerstoffspezies in vitro

Experimentell kdnnen ROS beispielsweise durch tert-Butylhydroperoxid (fert-BOOH) oder
H>O, induziert werden. Zum Mechanismus der tert-BOOH-vermittelten Schadensinduktion
ist nur wenig bekannt. In U937-Zellen (humane myeloische Leukemiezelllen) induzierte
tert-BOOH Strangbriiche, wobei eine Ca?-abhangige Bildung von H,O, in den
Mitochondrien beteiligt zu sein scheint (Guidarelli et al., 1997b). Die durch tert-BOOH
erhodhte intrazellulare Ca*-Konzentration fiihrt mdglicherweise zur Aktivierung von
Endonukleasen, was letzendlich die Entstehung der DNA-Strangbriche erklaren wirde
(Latour et al., 1995; Guidarelli et al., 1997a). Zuséatzlich scheinen auch Eisenionen am
Mechanismus der Strangbruchbildung Gber Fentonkatalyse beteiligt zu sein (Latour et al.,
1995). Desweiteren flhrte die Behandlung mit tert-BOOH zu Lipidperoxidation,
Glutathiondepletion und Inhibition der ATP-Synthese (Guidarelli et al., 1997b).

H,O, fuhrt zur Induktion oxidativer DNA-Schaden (Epe, 1996), wobei der Mechanismus
der DNA-Schadigung durch H,O; nicht vollstandig aufgeklart ist. Eine Moglichkeit stellt die
Bildung von Hydroxylradikalen durch intrazellulare Reaktionen von H,O, mit
Ubergangsmetallen wie Eisen- und Kupferionen, dar. Dabei scheinen die reduzierten
Formen der Ubergangsmetalle Fe** und Cu* eine héhere katalytische Aktivitit zu besitzen
als die oxidierten Formen (Halliwell and Gutteridge, 1990). Experimente mit der SOD
zeigten, dass unter bestimmten Umstanden teilweise auch das Superoxidanion-Radikal

an der Hydroxylradikalbildung durch H,O, beteiligt sein kann (Aruoma et al., 1989).

1.2.2 lonisierende Strahlung

lonisierende Strahlung (IR) ist eine Bezeichnung flr Strahlung, die beim Durchdringen
von Materie so viel Energie abgibt, dass es dabei zur lonisation von Atomen kommt. Dies

bewirkt Freisetzung von Elektronen aus Atomen oder Molekilen, wodurch positiv
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geladenen lonen oder Molekllreste entstehen (lonisation). Generell wird die IR in direkt

oder indirekt ionisierende Strahlung unterteilt.

Zur direkt ionisierenden Strahlung werden a-, B*-, B~-Teilchen, Elektronen und Protonen
gezahlt. Beim Durchdringen von Materie treten diese geladenen Teilchen aufgrund ihrer
Ladung direkt mit den Atomen in Wechselwirkung. Dabei werden beim Auftreffen auf
Materie die energiereichen Teilchen abgebremst, so dass Energie Uber lonisierungs- oder
Anregungsprozesse abgegeben wird. Zur indirekt ionisierenden Strahlung gehdren neben
Neutronen auch Photonen, wie Réntgen und y-Strahlung, welche aufgrund ihrer fehlenden

Ladung nicht direkt mit den Atomen wechselwirken kénnen.

Die indirekte lonisierung erfolgt uber die Bildung geladener Sekundarteilchen. Zusatzlich
sei zu erwahnen, dass sich Rontgen- und y-Strahlung nicht in ihren Eigenschaften,
sondern in ihrer Entstehungsweise unterscheiden. Rontgenstrahlung entsteht durch die
Erzeugung beschleunigter Elektronen, y-Strahlung hingegen durch den Zerfall radioaktiver

Elemente z.B. Casium.

Die durch Strahlung beim Durchgang durch Materie abgegebene Energie wird als Dosis
quantifiziert und als absorbierte Energie pro Masse definiert. Die absorbierte Dosis wird in

der Einheit Gray (Gy) angegeben.

Aufgrund der lonisation kommt es zur Veranderung der Energieverhaltnisse innerhalb
eines Moleklls. Dies fuhrt zur Dissoziation des Molekils und es kommt zur Entstehung
freier Radikale. Freie Radikale, lonen und angeregte Atome reagieren untereinander
sowie mit ihrer direkten Umgebung, es kommt zur Schadigung biologischer Molekiile wie
der Zellmembran, von Enzymen und der DNA. Die Schadigung der DNA wird als
Hauptursache fir die Induktion von Zelltod nach Behandlung mit IR angesehen (Munro,
1970). DNA-Schaden koénnen entweder direkt oder indirekt durch IR hervorgerufen
werden. Die Schadigung erfolgt direkt, wenn ein Strahlungsteilchen selbst oder ein
Sekundarteilchen seine Energie direkt an die DNA abgeben, was zur Bildung von DNA-
Einzelstrangbriichen (ESBs) und DNA-Doppelstrangbrichen (DSBs) fuhrt. Bei der
indirekten  Strahlungswirkung trifft die ionisierende Strahlung zunadchst auf ein
Wassermolekil, es kommt zur Radiolyse des Wassers, dem Hauptbestandteil einer Zelle.
Die Wassermolekille werden gespalten. Dabei entstehen oxidierende Hydroxylradikale
und reduzierende H-Radikale (H’). Diese hoch reaktiven Hydroxylradikale reagieren mit
annahernd allen Molekulen der Zelle (Kohlenhydrate, Lipide, Proteine, Nukleinsauren).
Aufgrund dieser hohen Toxizitat wird vermutet, dass zweidrittel der durch IR-induzierten
DNA-Schaden durch Hydroxylradikale verursacht werden (Ward, 1985; Dahm-Daphi et

al., 2000). Allerdings sind diese Radikale nur kurzlebig, weswegen sie im Umkreis
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weniger Nanometer um die DNA entstehen mussen, um diese zu schadigen (Ward, 1985;
Ward et al., 1987). Letztendlich werden durch IR verschiedene Arten von DNA-Schaden
erzeugt: ESBs und DSBs, ,locally-multiply-damaged-sites’ (LMDS), Basenfreisetzung
durch Spaltung von Zucker-Basen-Bindungen, Basenfehlpaarungen, Basendefekte durch
Desaminierung und Oxidierung des Pyrimidinringes und Spaltung des Purinringes, DNA-
Protein-Vernetzungen und Quervernetzungen der DNA durch Bildung intra- und
intermolekularer Bindungen. Die bedeutendste Basenveranderung ist hierbei das 8-oxoG
(Tchou and Grollman, 1993). Zum einen wegen ihrer Haufigkeit, zum anderen wegen
ihres mutagenen Potentials. Als LMDS werden Stellen bezeichnet, an denen innerhalb
eines begrenzten Bereichs von bis zu 10 Basenpaaren mehrfache Schaden am Zucker-
Phosphat-Rickgrat oder Basenschaden auftreten (Ward, 1985). Eine drtliche
Ansammlung von Radikalen kann auf den Umstand zurickgefiihrt werden, dass die
Abgabe der Strahlungsenergie an die Materie nicht homogen erfolgt. Durch die Reaktion
eines Hydroxylradikals mit dem Zucker-Phosphat-Rickgrat der DNA kommt es zur
Spaltung der Phosphodiesterbindung und zur Entstehung eines ESBs. Kommt es zur
Schadigung des Zucker-Phosphat-Ruckgrats beider DNA-Einzelstrange innerhalb von 10
Basenpaaren, so dass auf beiden Seiten jeweils ein Einzelstrangbruch gebildet wird,
entsteht ein DSB (Friedland et al., 1999). Die Bestrahlung mit 1 Gy fuhrt pro Zelle zu etwa
1000 Basenschaden, 1000 ESBs und 20 bis 40 DSBs (Ward, 1988; Lobrich et al., 1995;
Rogakou et al., 1998; Dahm-Daphi et al., 2000; Golden et al., 2012). Trotz ihrer geringen
Haufigkeit im Vergleich zu Basenschdden und ESBs stellen DSBs eine der
schwerwiegendsten L&sionen fur Zellen dar. Bereits ein einziger DSB kann fir einen
mehrzelligen Organismus todlich sein, insofern ein essentielles Gen betroffen ist (Khanna
and Jackson, 2001). Im Fall einer nicht-korrekten Reparatur kénnen DSBs auch zu
Mutationen, chromosomalen Aberrationen und zur Entstehung von Krebs fiihren (Zhang
et al.,, 2007). Zu deren Vermeidung haben Zellen sehr effiziente und komplexe

Reparaturmechanismen entwickelt.

1.2.3 Temozolomid

Temozolomid (TMZ, Temodal®) gehért zur Gruppe der monofunktionellen methylierenden
Agenzien. In der Chemotherapie wird es peroral angewendet und zur Therapie von
Glioblastomen und malignen Melanomen eingesetzt (Stupp et al., 2005b; Bei et al., 2010).
Es bildet durch spontane Hydrolyse bei physiologischem pH den aktiven Metaboliten 5-(3-
Methyltriazen-1-yl)imidazol-4-Carboxamid (MTIC), welcher mit der DNA reagiert
(Newlands et al., 1997). Weitere Vertreter der in der Chemotherapie verwendeten

monofunktionellen Agenzien sind Procarbazin (PCZ), Dacarbazin (DTIC) und
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Streptozotocin (STZ). Wahrend PCZ und DTIC metabolisch aktiviert werden mussen
(Goria-Gatti et al., 1992; Reid et al., 1999), kann STZ ohne metabolische Aktivierung die
DNA methylieren (Bolzan and Bianchi, 2002).

Die zytotoxische Wirkung dieser Tumorchemotherapeutika wird durch Methylierung der
DNA hervorgerufen. Diese erfolgt Uber eine nukleophile Substitution nach dem Sy1-
Mechanismus, weshalb sie den Sy1-Alkylanzien zugeordnet werden. Dabei wird eine
Methylgruppe vor allem an die Ringstickstoff- oder Ringsauerstoffatome der DNA-Basen
angehangt. Die Methylierung der DNA erfolgt an insgesamt 13 Stellen. Mit einem Anteil
von 80 bis 95% stellt die N7-Position des Guanins (N7-MeG) die am haufigsten
methylierte Stelle der DNA dar. Die zweithdufigste Methylierung erfolgt an der N3-Position
des Adenins (N3-MeA). Die Reparatur dieser zwei Lasionen sowie des N3-Methylguanins
(N3-MeG) erfolgt Uber die BER. N3-MeA und N3-MeG sind instabile Lasionen, welche
zusatzlich durch spontane Hydrolyse von der Base abgespalten werden kdénnen. N1-
Methyladenin  (N1-MeA) und N3-Methylcytosin (N3-MeC) werden durch die
Reparaturproteine ABH2 und ABH3 entfernt. Desweiteren erfolgen Methylierungen an den
Positionen N3-Methylthymin (N3-MeT), N1-Methylguanin (N1-MeG), N7-Methyladenin
(N7-MeA), O*-Methylthymin (O*-MeT) und O*Methylcytosin (O*-MeC) sowie am Zucker-
Phosphat-Rickgrat der DNA. Auf welche Weise diese Methylierungen repariert werden,
konnte bisher nicht aufgekart werden. Die groRte Mutagenitdt kommt jedoch der
Methylierung an der O°-Position des Guanins (O°-MeG) zu. Diese ist mit einem
maximalen Anteil von lediglich 8% fur Temozolomid und 0,3% flr das experimentell haufig
verwendete Methylanz MMS, welches zu den Sy2-Alkylanzien gehort und eine hohe
Affinitdt zum Stickstoff der DNA Basen hat, vergleichsweise selten (Beranek, 1990). Wie
O*-Methylthymin (O*-MeT) ist auch O°MeG ein Substrat der O°-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase (MGMT). Wird O°MeG jedoch nicht repariert, kommt es im Verlauf der
DNA-Replikation zu einer Fehlpaarung mit Thymin anstelle von Cytosin (Toorchen and
Topal, 1983). Diese Basenfehlpaarung wird von der Fehlpaarungsreparatur (engl.
Mismatch repair, MMR) erkannt und prozessiert. Dieser Prozess ist proliferationsabhangig
(Roos et al., 2004) und kann zur Induktion von Sekundarldsionen in Form von DSBs
sowie zu Mutationen und Zelltod flhren. In nicht-proliferierenden Zellen wird die Toxizitat
von Temozolomid hauptsachlich Uber die Induktion von N-Methylierungen vermittelt
(Lindahl, 2000; Briegert and Kaina, 2007).

Neben seiner Zytotoxizitat zeichnet sich Temozolomid als Nitrosoharnstoffverbindung
auch durch seine hohe Lipophilie aus. Die dadurch bedingte hohe Liquorgangigkeit sowie
seine hohe Bioverfligbarkeit scheinen zur Wirksamkeit bei der Chemotherapie von

Gliomen beizutragen. Zu den unerwinschten Wirkungen von Temozolomid gehdren eine
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verzdgerte Knochenmarksdepression, Thrombozytopenie und Leukozytopenie, die 3 bis 5
bzw. 4 bis 6 Wochen nach Therapiebeginn auftreten und bis zu 60 Tage andauern

kdnnen sowie Hepato- und Lungentoxizitat.

1.3 Reparatur von DNA-Schaden

Eukaryotische Zellen besitzen eine Vielfalt von DNA-Reparaturmechanismen, welche
ihnen die Prozessierung unterschiedlichster DNA-Lasionen ermoglicht (Yu et al., 1999;
Christmann et al., 2003). Hierzu z&hlen die Schadensreversion von O°-Alkylguanin durch
MGMT, die Exzision von Basenfehlpaarungen der DNA durch die MMR, die Exzision von
grosseren Basenschaden wie 6—4-Photoprodukte (6-4PPs) oder Cyclobutan-
Pyrimidindimere (CPDs) durch die Nukleotidexzisionsreparatur (engl. Nucleotide excision
repair, NER), die Exzision kleiner DNA-Schaden wie alkylierte oder oxidierte Basen durch
die BER, sowie die Prozessierung von DNA-Doppelstrangbriichen Uber die homologe
Rekombination (engl. Homologous recombination; HR) oder die nicht-homologe

Endverknupfung (engl. Non-homologous end joining; NHEJ).

1.3.1  O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
Das humane MGMT-Gen ist auf dem Chromosom 10q26 lokalisiert und kodiert fir ein 207

Aminosaure groRes Protein mit einem Molekulargewicht von etwa 24 kDa (Margison et
al., 2003). MGMT repariert O°-Alkylierungen des Guanins und Thymins, wie
beispielsweise 0%-MeG, das durch die Chemotherapeutika Temozolomid, PCZ und DTIC
induziert wird. Die Reparatur erfolgt durch eine Ein-Schritt-Reaktion, in der die
Alkylgruppe von der Base auf einen Cystein-Rest im aktiven Zentrum des MGMT-Suizid-
Enzyms Ubertragen wird (Pegg et al., 1993; Pegg et al., 1995); (Xu-Welliver and Peggq,
2002). Dies fuhrt zur irreversiblen Inaktivierung und Degradierung (durch Ubiquitinierung
und anschlieRendem proteosomalen Abbau) des MGMT-Proteins (Xu-Welliver and Pegg,
2002). Daher wird MGMT auch als ,Suizidenzym® bezeichnet.

Eine Induktion der MGMT-Expression konnte nach gentoxischen Stress erstmals in
Ratten-Hepatozyten nachgewiesen werden (Fritz et al., 1991). Diese zeigte eine adaptive
zellulare Antwort auf mutagenen und zytotoxischen Stres. Die Regulation der Expression
von MGMT wird durch Gen- und Promotormethylierung gesteuert. Durch Methylierung

des MGMT-Promotors kommt es zur Inhibierung der Expression des MGMT-Gens (Qian
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and Brent, 1997; Watts et al., 1997). Hingegen nimmt durch Methylierung des MGMT-
Gens die Expression von MGMT zu (Pieper et al., 1991; Christmann et al., 2001).

Die Regulation der MGMT Expression und Aktivitat kann auch transkriptionell durch das
Tumorsuppressorprotein p53 erfolgen. Eine p53-abhangige Induktion der MGMT Aktivitat
sowie der Expression nach y-Bestrahlung konnte in vivo bei Mausen bzw. in vitro bei
Mausfibroblasten und Rattenhepatomzellen beobachtet werden (Rafferty et al., 1996;
Grombacher et al., 1998). Dementgegen wurde mittels Transfektion in vitro auch gezeigt,
dass funktionelles p53 zu einer Herabregulation der MGMT-Promotoraktivitat fuhrt (Harris
et al., 1996; Grombacher et al., 1998). Zusatzlich wurde auch in vivo in Tumoren mit
funktionellem p53 eine Abnahme der MGMT Aktivitat beobachtet (Hengstler et al., 1999).
Es scheint, dass p53 sowohl die basale MGMT Expression inhibieren als auch nach DNA-

Schadigung induzieren kann.

1.3.2 Basenexzisions- und DNA-Einzelstrangbruchreparatur

1.3.2.1 Basenexzisionsreparatur

Die Hauptaufgabe der BER st die Reparatur sogenannter ,non-bulky
Basenmodifikationen, welche die DNA-Struktur nur gering verandern (Yu et al., 1999).
Haufig entstehen diese wahrend des normalen Zellmetabolismus durch Alkylierungen
oder Desaminierungen. Sie entstehen aber auch durch ROS-induzierte oxidative
Schadigungen oder durch Replikationsfehler (Krokan et al., 2000). Beispiele solcher DNA-
Schaden sind N-Alkylierungen an Purinbasen (N7-MeG, N3-MeA, N3-MeG), deaminierte
Basen (das Uber Deaminierung aus Cytosin entstandene Uracil), oxidative Lasionen (8-
oxoG und Thyminglykol) und durch spontane Hydrolyse entstandene AP-Stellen. Viele
dieser Lasionen werden durch Umweltmutagene, im Tabak enthaltene Schadstoffe

(Nitrosamine), und durch IR induziert.

Die BER unterteilt sich in ,short-patch’ und ,long-patch’ BER (Christmann et al., 2003).
Wahrend der ,short-patch’ BER kommt es zur Exzision und zum Einbau eines
Nukleotides, was die haufigste Form der BER darstellt. Hingegen werden bei der ,long-
patch’ BER mehrerer Nukleotide (10-12 bp) ersetzt. Der Mechanismus der BER st in
Abb. 1.5 dargestellt und wird im folgenden Text erlautert. Die Erkennung und Exzision der
modifizierten DNA-Base erfolgt zunachst tGber DNA-Glykosylasen. Durch hydrolytische
Spaltung der N-glykosidischen Bindung zwischen Base und Desoxyribose wird die
geschadigte Base entfernt und es entsteht eine AP-Stelle in der DNA. Es sind bis zu 12

verschiedene Glykosylasen beschrieben worden. Abhangig von ihrer Enzymaktivitat
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werden sie in Typ |- und Typ lI-Glykosylasen unterteilt und unterscheiden sich generell
durch unterschiedliche Substratspezifitadten (Christmann et al., 2003). Monofunktionale
Typ I-Glykosylasen entfernen lediglich die geschadigte Base. Ein Beispiel hierfur ist die N-
Methylpurin-DNA-Glykosylase (MPG) (O'Connor and Laval, 1991), welche N-alkylierte
Basen wie das N7-MeG erkennt und entfernt. Neben den monofunktionalen Glykosylasen
existieren auch bifunktionale Typ II-Glykosylasen. Diese besitzen zusatzlich eine AP-
Lyaseaktivitat, wodurch sie fahig sind die DNA an der AP-Stelle einzuschneiden. Zu den
Typ lI-Glykosylasen gehdrt beispielsweise die 8-oxoG-DNA-Glykosylase 1 (OGG1)
(Rosenquist et al., 1997), welche die oxidative DNA-Lasion 8-oxoG erkennt, entfernt und
die DNA an der entstandenen AP-Stelle einschneidet. Dieser Einschnitt erfolgt im Fall der
Typ I-Glykosylasen durch die AP-Endonuklease (APE alias HAP1, BAP1, APEX, REF1).
Der durch APE erfolgte hydrolytische Einschnitt am 5-Ende der basenfreien
Desoxyribose (AP-Stelle) fuhrt zur Bildung von 5’-Desoxyribose-5-Phosphat (dRP) und
einem 3-OH Rest. Es entsteht ein ESB in 5-Richtung der AP-Stelle (Robson and
Hickson, 1991; Wilson and Barsky, 2001). Analog hierzu entsteht durch das Einschneiden
der DNA durch die die Typ II-Glykosylasen ein ESB in 3'-Richtung zur AP-Stelle. Der 5'-
dRP-Rest wird anschlieRend durch die Lyaseaktivitdt der Polf mittels B-Elimination
entfernt (Sobol et al., 2000) und es erfolgt der Einbau eines neuen Nukleotids durch die
Polymerase 3 (PolB) (Sobol et al., 1996). Nicht-ligierbare Enden werden beispielsweise
durch Aprataxin (Ahel et al., 2006) oder die Polynukleotidkinase (PNK) (Breslin and
Caldecott, 2009) fur die weitere Prozessierung vorbereitet. AbschlieRend erfolgt die
Ligation der DNA durch den XRCC1/Ligase llla-Komplex (Tomkinson et al., 2001).

Bei der ,long-patch’ BER erfolgt der Austausch mehrerer Nukleotide. Nach dem Einbau
eines Nukleotids durch die Polf und deren Dissoziation erfolgt die Strangverdrdngung und
der Einbau weiterer Nukleotide durch die Pold oder g, zusammen mit PCNA (engl.
proliferating cell nuclear antigen) und dem Replikationsfaktor C (RF-C) (Stucki et al.,
1998). PCNA stimuliert zusatzlich Fen-1 (engl. Flap structure-specific endonuclease 1),
welches Uber seine Endonuklease-Aktivitat die verdrangten Oligonukleotide des 5°-
Desoxynukleotid-5-Phosphatendes, auch 5°-dRPflap genannt, entfernt (Klungland and
Lindahl, 1997; Dianova et al., 2001). Die Ligation erfolgt durch die Ligase |, welche
ebenfalls mit PCNA interagiert (Tomkinson et al., 2001).
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Abb. 1.5: Mechanismus der BER und DNA-Einzelstrangbruchreparatur. Reparatur eines
Basenschadens, einer durch spontane Hydrolyse entstandenen AP-Stelle, sowie eines ESBs durch
das System der BER.

Welcher Mechanismus der BER, ob ,short“ oder ,long-patch’, zur Prozessierung einer AP-
Stelle verwendet wird, ist noch nicht vollstandig geklart. Sowohl die chemische Struktur

der AP-Stelle, als auch Lasionsspezifititen oder auch Protein-Protein-Interaktionen
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beeinflussen den Verlauf der Reparatur (Fortini and Dogliotti, 2007). AP-Stellen liegen
entweder als ringférmige a,3-Hemiazetat oder als offenkettige oder hydratisierte Aldehyde
vor (Beger and Bolton, 1998). AP-Stellen weisen regular die hemiazetale Form auf,
welche Uber die ,short-patch’ BER prozessiert wird. 8-oxoG ist beispielsweise eine Lasion,
die Uberwiegend Uber die ,short-patch* BER repariert wird (Fortini and Dogliotti, 2007).
Hingegen sind oxidierte oder reduzierte Aldehyde resistent gegeniber der Polp
vermittelten R-Elimination des 5-dRP Rests und werden daher Uber die ,long-patch’ BER
repariert (Christmann et al., 2003). Ebenso werden Lasionen wie Tetrahydrofuran
(Matsumoto et al., 1994), Uracil (Bennett et al., 2001) oder C1-oxidierte AP-Stellen (Sung
et al., 2005) Uber die ,long-patch‘ BER prozessiert. Desweiteren bestimmen auch Protein-
Protein-Interaktionen der BER-Komponenten, ob die Prozessierung Uber die ,short patch*

oder die ,long-patch’ BER erfolgt.

Ein Protein mit einer bedeutenden Rolle in der Koordination der BER ist XRCC1 (engl. X-
ray repair cross complementing protein 1) (Thompson et al., 1990). XRCC1 besitzt zwar
keine katalytische Aktivitat, beeinflusst aber als Geristprotein die Stabilitdt und Aktivitat
anderer Proteine. So ist die Interaktion mit XRCC1 fur die in vivo Stabilitdt der DNA
Ligase llla und somit auch fir die ,short-patch* BER entscheidend (Caldecott et al., 1994).
Neben Ligase llla interagiert XRCC1 auch mit weiteren Proteinen der BER wie APE (Vidal
et al., 2001), PolB (Kubota et al., 1996), PCNA (Fan et al., 2004), Aprataxin (Date et al.,
2004; Gueven et al., 2004), PNK (Whitehouse et al., 2001) und der Poly-ADP-Ribose-
Polymerase-1 und 2 (PARP-1, PARP-2) (Caldecott et al., 1996; Leppard et al., 2003).
Kann Polf durch Mutationen im XRCC1/Ligase llla-Komplex keine Interaktion mit diesem
Komplex mehr eingehen, fihrt dies zum Abbruch der ,short-patch’ BER (Dianova et al.,
2004). Die Interaktion von XRCC1 mit PCNA ist hingegen fir die ,long-patch“BER von
Bedeutung (Matsumoto, 2001; Fan et al., 2004). Somit spielt XRCC1 sowohl in der ,short-

patch’als auch in der ,long-patch‘ BER eine kritische Rolle.

Ein weiterer entscheidender Faktor fir den Ablauf der BER ist die ATP Konzentration. Bei
niedriger ATP Konzentration stimuliert die Interaktion von Polf mit XRCC1 die
Strangverdrangung durch PolB, was zur ,long-patch’ BER fiihrt. Bei einem Uberschul® an
ATP verhindert die Ligation durch Ligase llla die Strangverdrangung und bewirkt so die
Reparatur Uber die ,short-patch’ BER (Petermann et al., 2006).

Desweiteren scheint auch der Differenzierungs- und Proliferationsstaus der Zelle einen
Einflud auf deren BER-Kapazitdt zu haben. Ein Vergleich der BER-Kapazitat von
proliferierenden Maus-Myoblasten und deren ausdifferenzierten nicht-proliferierenden

Pendant den Myotuben zeigte, dass mit Abnahme der Proliferation wahrend der
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Muskelzelldifferenzierung sowohl die ,long-patch* als auch die ,short-patch’ BER-Kapazitat
dramatisch abnimmt (Narciso et al., 2007). Dies wird durch die in Myotuben fehlende
Expression von Ligase | und die wahrend der Differenzierung abnehmende Expression
von XRCC1 und Ligase llla erklart. Im Gegensatz hierzu konnte wahrend der in vitro
Differenzierung von humanen Monozyten zu DCs eine Steigerung der BER-Kapazitat
beobachtet werden (Briegert and Kaina, 2007). Menschliche Monozyten zeigten keine
Expression von XRCC1 und Ligase llla. Diese werden wahrend der Differenzierung zu
DCs in messbaren Mengen hochreguliert. Dabei ist zu erwahnen, dass sich Monozyten
und DCs in der G1-Phase des Zellzyklusses befinden, demnach nicht proliferieren und

somit der Proliferartionsstatus der Zelle in diesem Modellsystem keine Rolle spielt.

1.3.2.2 DNA-Einzelstrangbruchreparatur

Zusatzlich zu den Basenmodikfikationen werden auch ESBs Uber die BER repariert (Abb.
1.5), wenn diese nicht direkt durch DNA-Ligasen verschlossen werden kénnen. ESBs
zahlen zu den durch ROS induzierten DNA-Schaden, entstehen aber auch als
enzymatische Intermediate wahrend der BER, Replikation oder Transkription (Caldecott,
2003). Werden ESBs nicht repariert, konnen sie in DSBs Uberfiihrt werden, welche ein
grofles mutagenes und zytotoxisches Potenzial haben. Die Initiation der DNA-
Einzelstrangbruchreparatur (ESBR) erfolgt durch die Bindung von PARP-1 an den ESB.
Dadurch wird PARP-1 aktiviert und beginnt daraufhin mit der Synthese von ADP-Ribose-
Polymeren (de Murcia and Menissier de Murcia, 1994). Mittels dieser negativ geladenen
Polymere erfolgt die Rekrutierung des XRCCH1/Ligase llla-Komplexes an den DNA-
Schaden (Leppard et al., 2003). PARP-1 dissoziiert und XRCC1 rekrutiert weitere
Reparatuproteine zum ESB. Liegt der ESB ohne 3'-OH-Gruppe und 5'-Phosphatrest vor,
mussen diese Gruppen zuerst prozessiert werden. Dies kann durch die Lyase-Funktion
der Polp oder durch APE, PNK oder Aprataxin erfolgen (Jilani et al., 1999; Karimi-Busheri
et al., 1999; Date et al., 2004; Gueven et al., 2004). Ist die 3'-OH-Konformation des ESBs
hergestellt, kann die Reparatur durch die Polf Uber ,short-patch‘ oder ,long-patch‘ BER,
oder aber durch die Pold bzw. ¢ Uber ,long-patch* BER eingeleitet werden (Caldecott,
2003).

40



Einleitung

1.3.3 DNA-Doppelstrangbruchreparatur

Die Generierung von DSBs erfolgt durch endogene zellulare Prozesse wie der V(D)J-
Rekombination, dem Klassenwechsel (engl. class switch recombination; CSR), wahrend
des oxidativen Stoffwechsels, durch kollabierte Replikationsgabeln und Nukleasen,
exogen durch IR und direkt oder indirekt DNA-schadigende Mutagene wie Topoisomerase
lI-Inhibitoren sowie durch weitere in der Krebstherapie eingesetzte Chemotherapeutika
(Shrivastav et al., 2008; Cheng et al., 2011). Fur eine eukaryotische Zelle stellen DSBs
besonders toxische L&sionen dar. Nicht-repariert fihren DSBs zu chromosomalen
Aberrationen und Zelltod (O'Driscoll and Jeggo, 2006). Die Reparatur der DSBs findet in
der Zelle Uber zwei verschiedene Mechanismen statt: die HR und das NHEJ (Jackson,
2002). Die HR gilt als der Reparaturweg mit der geringeren Fehleranfalligkeit. Sie bendtigt
jedoch eine homologe Sequenz der Schadensregion, weshalb sie lediglich in der spaten
S-Phase und der G2-Phase des Zellzyklus stattfinden kann (Takata et al., 1998; Johnson
and Jasin, 2000). Hingegen steht das NHEJ wahrend des gesamten Zellzyklus der Zelle
zur Verfigung und dominiert somit in der G1-und der GO-Phase des Zellzyklus
(Shrivastav et al., 2008). Das NHEJ wird unterteilt in das kanonische NHEJ (engl.
canonical-NHEJ; C-NHEJ), bei der die DSB-Enden nur minimal prozessiert werden, und
das alternative NHEJ (engl. backup-NHEJ; B-NHEJ; auch als DNA-PK abhangige
Endverknipfung (D-NHEJ) bezeichnet), bei dem gréRere Modifikationen der DSB-Enden
stattfinden (Lamarche et al., 2010). Allerdings erfolgt bei beiden Prozessen eine direkte
Verknipfung der getrennten DSB-Enden ohne die Verwendung einer homologen DNA-
Sequenz als intakte Matrize (Critchlow and Jackson, 1998). Dies erklart die
Fehleranfalligkeit des NHEJ, bei dem es im Fall einer Verknipfung von unterschiedlichen
Chromosomen zu Deletionen bzw. Insertionen oder zu Chromosomen-Translokationen

kommen kann.

1.3.3.1 Kanonische nicht-homologe Endverkniipfung

Die Reparatur eines DSBs durch das C-NHEJ (Abb. 1.6) beginnt mit der Bindung der
Proteine Ku70 (XRCC6) und Ku80 (XRCC5) an die beiden offenen Enden der DNA, um
diese vor einem Abbau durch Exonukleasen zu schiitzen (Reeves and Sthoeger, 1989;
Jeggo et al., 1992). Das gebildete Ku70/Ku80 Heterodimer (KU) assoziiert nun mit der
katalytischen Untereinheit der DNA-Proteinkinase (DNA-PKcs), welche zuvor zum DSB

rekrutiert wurde, welche nun zusammen das aktive DNA-PK-Holoenzym (DNA-PK) bilden
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Abb. 1.6: Mechanismuns des C-NHEJ. lonisierende Strahlung bewirkt die Entstehung von DSBs
in der DNA. Die Enden des entstandenen DSBs werden durch KU gebunden, was mit der DNA-
PKcs assoziiert. Es entsteht das DNA-PK Holoenzym. Die beiden gegeniberliegenden DNA-PKs
lagern sich aneinander und phosphorylieren sich und andere Proteine, wie XRCC4. Falls
notwendig, werden die DSB-Enden durch Artemis modifiziert. Der XRCC4/Lig IV/XLF-Komplex
wird rekrutiert. Die Enden werden gegebenenfalls durch verschiedene Proteine, wie Polu, Polx
oder PNK, prozessiert und durch Lig IV ligiert. Die wieder intakte DNA wird freigegeben.

(Gottlieb and Jackson, 1993; Smith and Jackson, 1999). Auf diese Weise werden beide
Enden des DSBs bis zur abschlieRenden Ligation in raumlicher Nahe fixiert. Die
Aktivierung der Ser/Thr-Kinaseaktivitat der DNA-PK erfolgt durch die einzelstrangigen
DNA-Uberhénge des DSBs, was zur Phosphorylierung von XRCC4 (engl. X-ray repair
cross-complementing protein 4) fuhrt (Critchlow and Jackson, 1998; Ding et al., 2003).
Desweiteren phosphoryliert die aktive DNA-PK zahlreiche Zielproteine, welche fir die
Kontrolle des Zellzyklus, Apoptose und auch DNA-Reparatur von Bedeutung sind (Meek
et al.,, 2004). Die abschlieBende Ligation der beiden DNA-Enden erfolgt durch den
XRCC4/Ligase IV-Komplex (Lee et al., 2003). Dieser Komplex fordert wiederum die
Akkumulierung des Proteins XRCC4-like factor/Cernunnos (XLF/Cer) am DSB. XLF/Cer

unterstitzt die Ligation der DNA-Enden indem er den XRCC4/Ligase IV-Komplex an den
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DNA-Enden stabilisiert, die Effizienz und/oder Spezifitdt der Ligase IV moduliert und
stumpfe (engl. blunt) oder nicht-komplementaren DNA-Enden fir die Ligation ausrichtet
(Dahm, 2008). Sind die DNA-Enden des DSBs nicht direkt ligierbar, da sie aufgrund von
Uberhangen nicht kompatibel sind, missen diese prozessiert werden. Terminale
Nukleotide werden durch Phosphokinasen oder Nukleasen wie die PNK oder Artemis
modifiziert oder abgebaut und Licken in der DNA-Sequenz durch die PolL oder p
aufgeflllt (Moshous et al., 2001; Chappell et al., 2002; Ma et al., 2005; Audebert et al.,
2006). Artemis besitzt sowohl Exo- als auch Endonukleaseaktivitat und glattet die DNA-
Enden durch den Abbau von Einzelstrang-Uberhéngen (Yannone et al., 2008). Ebenfalls
an der Prozessierung nicht kompatibler DNA Enden beteiligt ist der MRN-Komplex (Maser
et al., 1997; Nelms et al., 1998). Dieser besteht aus den Proteinen MRE11 (engl. Meiotic
recombination 11 homolog 1), RAD50 (RAD50 Homolog) und Nibrin (NBN, alias NBS-1)

(Lamarche et al., 2010) und verfugt wie Artemis Uber Endo- und Exonukleaseaktivitat.

1.3.3.2 Alternative nicht-homologe Endverkniipfung

Ist das C-NHEJ System durch einen Defekt beeintrachtigt oder nicht funktionsfahig, stellt
das B-NHEJ eine alternative Form der Endverknlpfung dar (lliakis et al.,, 2004). Die
Aktivitdt des B-NHEJ ist normalerweise durch das C-NHEJ unterdriickt (Perrault et al.,
2004). Im Vergleich zum C-NHEJ ist das B-NHEJ wesentlich langsamer und
vergleichsweise fehleranfallig (lliakis et al., 2004; Bennardo et al., 2008). Werden DSBs
Uber das B-NHEJ repariert hat dies haufig kleine Deletionen, Mikrohomologien an den
Bruchpunkten und Translokationen zur Folge (Yan et al., 2007; Mansour et al., 2010). Sie
dient der Aufrechterhaltung des Genoms und der Sicherung des zelluldren Uberlebens.
Jedoch fuhren die Fehler, welche durch das B-NHEJ auftreten, zu genomischer Instabilitat
und kénnen eine maligne Entartung auslosen (Nussenzweig and Nussenzweig, 2007). In
Studien wurde gezeigt, dass das B-NHEJ auf Resektion der Bruchenden oder durch
Mikrohomologien (>4 bp) begunstigtes ,Annealing’ der DNA-Enden angewiesen ist
(Guirouilh-Barbat et al., 2004; Guirouilh-Barbat et al., 2007; Kuhfittig-Kulle et al., 2007;
Schulte-Uentrop et al., 2008). Andererseits konnte diese Abhéangigkeit von
Mikrohomologien widerlegt werden, denn B-NHEJ funktioniert auch ohne vorhandene

Mikrohomologien (Mansour et al., 2010).

Das B-NHEJ-System besteht aus den Proteinen Histon H1, PARP-1 und Ligase Illla mit
ihrem Kofaktor XRCC1 (Audebert et al., 2004; Wang et al., 2005; Wang et al., 2006;
Rosidi et al., 2008), wobei die Aktivitat des B-NHEJ ausschlieRlich von PARP-1 abhangt

(Mansour et al., 2010) (Abb. 1.7). PARP-1 besitzt eine hohe Bindungsaffinitat gegeniber
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DSBs und wird durch diese aktiviert (Brown et al., 2002). Auch der MRN-Komplex scheint
im B-NHEJ involviert zusein. MRE11 fordert das B-NHEJ Uber seine Nuklease-Aktivitat,
welche die DSB-Enden prozessiert, was im B-NHEJ, im Vergleich zum C-NHEJ, vermehrt
stattfindet (Rass et al., 2009; Xie et al., 2009; Zha et al., 2009). Die grundlegenden
Mechanismen des B-NHEJ konnten bisher nicht vollstandig geklart werden. Ein Modell,
beschreibt, dass im Normalfall beide Ku-Proteine aufgrund ihrer héheren Affinitat an die
DNA-Enden binden und somit die DSB-Reparatur via C-NHEJ eingeleitet wird. PARP-1
und Histon H1 kénnen nicht mehr binden oder werden verdrangt (Wang et al., 2006). KU
ist der Hauptfaktor, der einer Mobilisation von PARP-1 und auch des MRN-Komplexes an
den DSB entgegenwirkt (Cheng et al., 2011). Wenn jedoch Proteine des C-NHEJ fehlen
oder einen funktionellen Defekt aufweisen, binden PARP-1 und Histon H1 an die DNA-
Enden des DSBs und leiten somit das B-NHEJ ein. Histon H1 férdert die Ligase-Aktivitat
von Ligase IV und insbesondere von Ligase llla. Desweiteren richtet es die DNA-Enden
zueinander aus, bevor der PARP-1/XRCC1/Ligase llla-Komplex diese ligiert(Rosidi et al.,
2008). Eine weitere Moglichkeit ist, dass das Histon H1 die Ku-Proteine daran hindert,

DSB
PARP-1/H1
Erkennung .: :.
MRN

L S

Lig lllot

Ligation 4 'XRcm

Abb. 1.7: Méglicher Mechanismuns des B-NHEJ. lonisierende Strahlung bewirkt die Entstehung
von DSBs in der DNA. PARP-1 und Histon H1 binden an die Enden des entstandenen DSBs. Die
Prozessierung der DSB-Enden erfolgt durch den MRN-Komplex. Die Enden finden zueinander. Der
XRCC1/Lig llla-Komplex wird zum fixierten DSB rekrutiert. Die Enden werden vom PARP-
1/XRCC1/Lig llla-Komplex ligiert und die intakte DNA wieder freigegeben.
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weitere Faktoren des C-NHEJ zu rekrutieren, indem es ihre Fortbewegung von den DNA-
Enden blockiert. Wird das Histon H1 jedoch durch die DNA-PK phosphoryliert, so wird
dessen Affinitat zu den DNA-Enden verringert, was moglicherweise eine Entfernung des
Histons H1 und damit eine Férderung des C-NHEJ zur Folge hat (Kysela et al., 2005).

1.4 Signaltransduktion zwischen DNA-Schaden und Apoptose

Die Entstehung, Prozessierung und Reparatur verschiedenster DNA-Lasionen sowie der
daraufhin ausgeloste Weg der Apoptose sind weitestgehend aufgeklart und in Modellen
beschrieben (Joza et al., 2002; Siegel and Lenardo, 2002; Adams, 2003; Christmann et
al., 2003; Kaina, 2003; Roos and Kaina, 2006; Cotter, 2009). Die
Signaltransduktionskaskade zwischen DNA-Schaden und Apoptoseinduktion hingegen ist
bis heute nicht endglltig geklart. Zelltypspezifitdt sowie die Art der Schaden spielen fur
die Signaltransduktion eine bedeutende Rolle. Fir IR und methylierende Agenzien ist
beschrieben, dass DSBs fiur das Auslésen von Apoptose verantwortlich sind
(Frankenberg-Schwager and Frankenberg, 1990; Lips and Kaina, 2001; Naumann et al.,
2009; Roos et al., 2009). Auch die Toxizitdt von ESBs, welche durch ROS induziert
werden oder als Reparaturintermediate wahrend der BER auftreten, beruht auf deren
Umwandlung in DSBs. Daher soll im Folgenden die Signalkaskade zur Induktion von

Apoptose ausgehend von DSBs naher betrachtet werden.

Die zelluldare Schadensantwort auf einen DSB beginnt mit dessen Erkennung. Zunachst
wird der MRN-Komplex bestehend aus den Proteinen Mre11, Rad50 und NBN in die
unmittelbare Nahe der Bruchstelle rekrutiert und bindet anschlielend an das Histon 2AX
(H2AX), wodurch die beiden Bruchenden raumlich nah fixiert werden (Kobayashi et al.,
2002). Um den MRN-Komplex zum DSB zu rekrutieren, wird der Komplex zunachst vom
Zytoplasma in den Nukleus transloziert. Dieser Vorgang ist abhangig von NBN, da ohne
funktionelles NBN keine nukleare Translokation stattfindet (Desai-Mehta et al., 2001).
Desweiteren spielt auch PARP-1 eine Rolle in der frihen Detektion von DSBs (Haince et
al., 2007). PARP-1 katalysiert die Formation von ADP-Ribose-Polymeren, welche die
Bindung des MRN-Komplexes an den DSB ermdglicht (Haince et al., 2008).

Die ersten Signalproteine, welche durch DSBs aktiviert werden sind die zur Familie der
Phosphatidylinositol 3-Kinasen gehérenden Proteine ,ataxia-telangiectasia mutated’
(engl.; ATM) und ,ATM- und Rad3-related’ (engl.; ATR) sowie die DNA-PK (Ismail et al.,

2005). Durch den MRN-Komplex wird ATM zum DSB rekrutiert und Uber
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Autophosphorylierung am Serin 1981 aktiviert (Bakkenist and Kastan, 2003; Carson et al.,
2003; Uziel et al., 2003; Lee and Paull, 2005). Durch die Aktivierung dissoziieren die
zuvor inaktiven Homodimere in ihre Monomere (Bakkenist and Kastan, 2003). Das
aktivierte ATM bindet nun an den MRN-Komplex und phosphoryliert eine Vielzahl von
Zielproteinen mit verschiedensten biologischen Funktionen. ATR wird hingegen durch
blockierte DNA-Replikationsgabeln aktiviert (Dart et al., 2004) und weist anders als ATM
eine hohe Affinitdt zu ESBs auf. Vermutlich ist ATR auch an der Detektion von DSBs
beteiligt (Roos and Kaina, 2006), welche ATM-abhangig vermittelt wird (Tomimatsu et al.,
2007).

ATM und ATR phosphorylieren und aktivieren eine Vielzahl nachgeschalteter
Signalproteine. Beide Proteine teilen sich eine grof’e Anzahl von Substraten, u.a. die an
Zellzyklusarrest und Apoptose beteiligten Proteine p53 (Tibbetts et al., 1999; Saito et al.,
2002), Chk1 (engl. Checkpoint Kinase 1) (Gatei et al., 2003), Chk 2 (engl. Checkpoint
Kinase 2) (Matsuoka et al., 1998; Ahn et al., 2002), E2F-1 (Lin et al., 2001) wie auch das
Histon H2AX (Burma et al., 2001; Ward and Chen, 2001). Folglich haben ATM und ATR
drei wichtige Funktionen: Reparatur der DSBs, Aktivierung von Zellzyklus-Kontrollpunkten
und Apoptoseinduktion Uber p53 (Lavin et al., 2005). Als Marker fir DSBs dient die
Phosphorylierung des Histons H2AX am Serin 139 (yH2AX genannt), die besonders fir
die experimentelle Bestimmung von DSBs eine grof3e Rolle spielt (Ismail and Hendzel,
2008). Ausgehend von DSBs wird uber ATM/ATR die Phosphorylierung des
Tumorsuppressorgens p53 vermittelt und somit Apoptose induziert (siehe Kapitel 1.5).
p53 fungiert dabei Uberwiegend als Transkriptionsfaktor und reguliert die Expression von
Genen, welche an der Zellzyklusregulation, DNA-Reparatur und Apoptose beteiligt sind
(Lavin and Gueven, 2006). Erfolgt eine DNA-schadensabhangige Phosphorylierung von
p53 durch ATM/ATR (am Serin 15) (Banin et al., 1998) oder Chk2 (am Serin 20) (Chehab
et al., 2000), wird das p53 Protein stabilisiert und p53 abhangige Gene transkribiert
(Unger et al., 1999). Zu diesen Genen zahlen das Reparaturenzym MGMT (Harris et al.,
1996; Grombacher et al., 1998), der fir die Arretierung des Zellzyklus wichtige Cdk-
Inhibitor p21 (el-Deiry et al., 1993) und die pro-apoptotischen Proteine Bax, Puma, Noxa
(Wu and Deng, 2002), Apaf1 (Robles et al., 2001) sowie der Fas-Rezeptor (FasR; Miller
et al., 1998). Hingegen wird die Expression anti-apoptotischer Proteine wie Bcl-2 durch
Bindung von p53 am entsprechenden Promotor inhibiert (Wu et al., 2001). Eine weitere
Art der Hemmung der anti-apoptotischen Funktion von Proteinen, wie Bcl-2 oder Bcl-XL,
erfolgt durch direkte Protein-Protein-Interaktion mit p53 (Mihara et al., 2003). Desweiteren
kann p53 die Oligomerisierung von Bak und Bax initiieren, was zur Cytochrom C-

Freisetzung aus dem Mitochondrium fiihrt und somit Apoptose ausldst.
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1.5 Apoptose

Apoptose (griechisch fur ,fallende Blatter®) ist ein aktiver, genetisch regulierter Prozess,
welcher zum Absterben eukaryotischer Zellen fuhrt. Er wird daher auch als
programmierter Zelltod bezeichnet. Fur vielzelige Organismen ist Apoptose
lebensnotwendig und spielt bereits wahrend der Embryonalentwicklung eine bedeutende
Rolle (Saunders, 1966; Truman, 1984). Apoptose dient hierbei hauptsachlich der
Formbildung. So werden durch Apoptose die Interdigitalzellen der Finger und Zehen
entfernt oder die Nasenlécher gebildet. In Geweben adulter Organismen ist die primare
Aufgabe der Apoptose die Aufrechterhaltung der Homdostase (Jacobson et al., 1997).
Solch ein reguliertes Gleichgewicht zwischen Zellteilung (Mitose) und Zellsterben
(Apoptose) ist in sich standig erneuernden Geweben, wie dem Darmepithel oder den
oberen Hautschichten, zu beobachten. Auch bei der Entwicklung eines effektiven

Immunsystems spielt die Apoptose eine zentrale Rolle (Giovannetti et al., 2008).

Eine besondere Rolle kommt der Apoptose bei der Vernichtung geschadigter Zellen zu.
Solche Schadigungen kdnnen beispielsweise durch Mutationen, virale Infektionen sowie
durch Genotoxine entstehen (Roos and Kaina, 2006). Meist kdbnnen sich solch entartete
Zellen selbst téten oder sie werden durch Zellen des Immunsystems beseitigt. Kommt es
in der Apoptosemaschinerie jedoch zu einem Defekt, so kann dies fiir den Organismus
folgenschwere Konsequenzen haben. Es kénnen Krebs- oder Autoimmunerkrankungen
entstehen (Thompson, 1995). Gehen indes gesunde Zellen in die Apoptose, ist dies mit

neurodegenerativen Krankheiten wie Alzheimer, Parkinson oder Osteoporose assoziiert.

Der Prozess der Apoptose ist durch verschiedene Merkmale charakterisiert. Es handelt
sich einerseits um einen aktiven, energieverbrauchenden Prozess, welcher zellular auf
transkriptioneller, proteosomaler und enymatischer Ebene reguliert wird. In apoptotischen
Zellen sind mehrere morphologische Veranderungen zu beobachten. Anfangs kommt es
zu einer Abrundung der Zellen und einem Ablésen aus dem normalen Gewebe.
Zytoplasma und Zellkern der Zellen schrumpfen, das Volumen der Zellen nimmt ab. Das
Chromatin wird kondensiert und es bilden sich Ausstllpungen der Plasma- und
Kernmembran, welche sich spater als Vesikel (sogenannte ,apoptotische Kdérperchen®)
abschniren (Wyllie, 1980). Letztendlich wird die DNA durch Endonukleasen fragmentiert
(Wyllie, 1980). Ein besonderes Merkmal der Apoptose ist, dass durch sie im umliegenden
Gewebe keine Entzindungen auftreten. Sowohl die schrumpfenden Zellen als auch die
Vesikel werden von Phagozyten des Immunsystems an Membranveranderungen, wie der
Umlagerung von Phosphatidylserin von der Innen- auf die AuRenseite der
Plasmamembran, erkannt und beseitigt. Die Fragmentierung der DNA stellt das wichtigste

Charakteristikum apoptotischer Zellen dar und wird in vitro flir deren Nachweis verwendet.
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Zusatzlich zu der kontrolliert ablaufenden Apoptose gibt es noch einen weiteren Weg des
Zelltods: die Nekrose. In der Nekrose kommt es zu einem frihen Funktionsverlust der
Organellen. Das mitochondriale Membranpotenzial bricht zusammen und die &ulere
Zellwand wird durchlassig. Dies bedingt ein Anschwellen der Zellen und fihrt letztlich zum
Platzen der Zellen. Die Freisetzung der intrazellularen Bestandteile (lysosomale Enzyme)
lockt Immunzellen an, was eine Entziindungsreaktion zur Folge hat. Im Vergleich zur
Apoptose wird die DNA erst zu einem relativ spaten Zeitpunkt abgebaut. Lange Zeit galt
die Nekrose als nicht-regulierte pathologische Form des Zelltods. Mittlerweile konnte
jedoch gezeigt werden, dass auch die Nekrose durch verschiedene Signalwege reguliert

wird.

Der Prozess der Apoptose kann in drei Phasen unterteilt werden: 1) Die Initiatorphase, 2)
die Effektorphase und 3) die Degradationsphase (Allen et al., 1998). In der Initiatorphase
wird Apoptose durch interne Signale, wie dem Tumorsuppressor p53, oder externe
Signale, wie DNA-schadigende Substanzen oder Zellen des Immunsystems, ausgelést.
Verschiedene Stimuli aktivieren verschiedene Wege der Apoptose, fihren aber letzten
Endes zu einem gemeinsamen Suizidprogramm (Chinnaiyan and Dixit, 1996; Vaux and
Strasser, 1996). Die Effektorphase ist durch die Aktivitdt von Caspasen charakterisiert
(Fuentes-Prior and Salvesen, 2004). Caspasen sind Aspartat spezifische Cystein-
Proteasen, welche ein Cystein im aktiven Zentrum haben und im aktiven Zustand ihre
Substrate hinter einem Aspartatrest spalten. In jeder Zelle kommen diese Caspasen in
ihrer inaktiven Form vor, den Pro-Caspasen. Werden diese durch heterologe Caspasen,
Auto-Proteolyse oder Dimerisierung aktiviert, aggregieren sie, schneiden sich gegenseitig
und fugen sich zu einem aktiven Tetramer mit je zwei katalytischen Zentren zusammen.
Entsprechend ihrer Aktivierungsweise und Substratspezifitdt werden Initiator- und
Effektorcaspasen unterschieden. Initiatorcaspasen, wie die Caspase-8 und -9, werden
nach dufleren (extrinsische) oder inneren (intrinsische) Signalen mittels Oligomerisierung
und Spaltung aktiviert. Anschlielend aktivieren sie ihrerseits Effektorcaspasen, wie die
Caspasen-3, -6 und -7. In der Degradationsphase sind die Effektorcaspasen
entscheidend an der Fragmentierung von Zellbestandteilen wie dem Cytoskelett,
zellularen Proteinen, Transkriptionsfaktoren sowie anti-apoptotischen Proteinen beteiligt.
Auch die Fragmentierung der DNA wird indirekt durch Effektorcaspasen vermittelt. Dabei
wird das DEF-Protein, Inhibitor einer Desoxyribonuklease (engl. caspase activated
DNase; CAD), von Caspase-3 geschnitten und inaktiviert. Dies ermoglicht CAD die
Fragmentierung der DNA, welches ein Charakteristikum der Apoptose darstellt (Liu et al.,
1997; Enari et al., 1998).
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Die Initiatorphase kann im Wesentlichen (iber zwei Signalwege initiiert werden: Uber den
intrinsischen mitochondrial vermittelten Signalweg oder Uber den extrinsischen Rezeptor
vermittelten Signalweg. Diese beiden Signalwege werden in den nachsten beiden

Abschnitten naher erlautert.

1.5.1 Intrinsischer Signalweg

Das Mitochondrium ist die zentrale Regulationsstelle des intrinsischen Signalweges.
Durch einen intrinsischen apoptotischen Stimulus verandert sich die Permeabilitat der
aulleren Mitochondrienmembran (engl. mitochondrial outer membrane permeabilisation;
MOMP). Deren Regulation erfolgt durch die Konkurrenz zwischen anti- und pro-
apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie. Dabei sind als pro-apoptotische Proteine die
Bcl-2-Familienmitglieder Bax und Bak von grof3er Bedeutung, da sie als Effektorproteine
die MOMP direkt beeinflussen kdnnen (Hacker and Weber, 2007; Kepp et al., 2007). Wird
beispielsweise Bax im Zytoplasma aktiviert, erfolgt eine Konformationsanderung sowie
Translokation von Bax in die dufRere Mitochondrienmembran (Gross et al., 1998). Bax
oligomerisiert und bildet Poren, wodurch die MOMP erhéht wird und pro-apoptotische
Faktoren wie das Cytochrom C freigesetzt werden (Hacker and Weber, 2007; Kepp et al.,
2007). Nach der Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien bildet dieses
zusammen mit der Pro-Caspase-9 und Apaf-1 einen Komplex, das Apoptosom. In diesem
erfolgt Uber autokatalytische Spaltung die ATP-abhangige Aktivierung der Pro-Caspase-9
(Acehan et al.,, 2002; Pop et al., 2006). Die aktive Caspase-9 aktiviert nun
Effektorcaspasen wie die Caspase-3 (Li et al., 1997; Srinivasula et al., 1998), was Uber
CAD die Fragmentierung der DNA bewirkt. Neben Cytochrom C werden Smac/DIABLO
und AIF (engl. apoptosis inducing factor) als weitere pro-apoptotische Faktoren aus dem
Mitochondrium freigesetzt (Susin et al., 1999; Chai et al., 2000; Du et al.,, 2000).
Smac/DIABLO inaktiviert Proteine der Familie der ,Inhibitoren der Apoptose‘ (IAPs),
welche die Inhibition von Caspasen bewirken (Chai et al. 2000; Du et al. 2000). Hingegen
fuhrt AIF zusammen mit der Endonuklease G in einer Caspase-unabhangigen Weise im
Zellkern zur Fragmentierung der DNA (Cregan et al., 2004). In nicht-apoptotischen Zellen
wird die Kanalbildung in der aufleren Mitochondrienmembran durch Bax, durch dessen
Interaktion mit dem anti-apoptotischen Protein Bcl-2 verhindert (Oltvai et al., 1993;
Nomura et al., 1999). Pro-apoptotische Proteine wie Bad und Puma fungieren hier als
Gegenspieler von Bcl-2, was die Bax-vermittelte Kanalbildung fordert (Gillissen et al.,
2003; Chen et al, 2005). Zudem kann gentoxischer Stress durch Spaltung und
proteosomaler Degradation nach Ubiquitinierung zu Inaktivierung und Abbau von Bcl-2

fuhren (Dimmeler et al., 1999; Tomicic and Kaina, 2001). Bak als weiterer pro-
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apoptotischer Faktor ist in nicht-apoptotischen Zellen zwar auch in der &ulieren
Mitochondrienmembran lokalisiert, wird aber durch die anti-apoptotischen Proteine der
Bcl-2-Famile Bcl-XL und Mcl-1 (nicht aber Bcl-2) inaktiv gehalten (Willis et al., 2005). Der
Hemmung von Bak durch diese anti-apoptotischen Proteine wirken die pro-apoptotischen
Proteine Bim, Puma, Noxa und Bad entgegen (Hacker and Weber, 2007), welche die anti-
apoptotischen Proteine hemmen und somit zur Aktivierung von Bak beitragen. Insgesamt
ist die Regulation der beiden pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak nicht vollstandig

geklart.

1.5.2 Extrinsischer Signalweg

Die extrinsisch vermittelte Apoptose erfolgt Uber die Bindung trimerer Liganden an
membranstandige spezifische Rezeptoren. Zu diesen sogenannten Todesrezeptoren
gehoren der FasR (CD95/AP0O-1), der TNF-Rezeptor 1, TRAIL-Rezeptor 1 und 2 (DR4
und DR5), der Todesrezeptor-3 und -6 (DR3 und DRG6), sowie deren Liganden FasL
(CD95-L), TNFa, Lymphotoxin-a, TRAIL und TWEAK (Fulda and Debatin, 2006). Nach
gentoxischem Strel® wird beispielsweise die Expression des FasL durch AP-1
Bindungsproteine indiziert (Faris et al., 1998). Auch die Expression des FasR selbst
erfolgt stress-abhangig tber p53 (Miller et al., 1998).

Der rezeptorvermittelte Apoptoseweg wird im Folgenden am Beispiel des FasR
beschrieben. Nach Aktivierung des FasR durch Bindung des FasL an die extrazellulare
Doméne des FasR kommt es zur Trimerisierung des Komplexes. Diese Trimerisierung
bewirkt eine Autophosphorylierung der Todesdoméane, der intrazellularen Domane der
FasR-Molekiils. Infolgedessen bindet das Adaptermolekil FADD (engl. Fas-associated
death domain) an die Todesdomane. Die Todeseffektor-Domane (engl. death effector
domain; DED) von FADD gehdrt zu den Caspaserekrutierungs-Domanen und rekrutiert
Pro-Caspasen (Boldin et al., 1996; Muzio et al., 1996). Fiir den FasR und auch TRAIL-
Rezeptor erfolgt spezifisch die Rekrutierung der Pro-Caspase-8. Der gebildete Komplex
aus FasR, FADD und Pro-Caspase-8 wird DISC (engl. death inducing signaling complex)
genannt (Boldin et al., 1995; Medema et al., 1997; Muzio et al., 1997). In diesem Komplex
erfolgt durch Dimerisierung und autoproteolytische Spaltung die Aktivierung der Pro-
Caspase-8 (Muzio et al., 1998). Die aktive Caspase-8 aktiviert nun ihrerseits die
Effektorcaspasen-3 und -7, was die Degradationsphase der Apoptose einleitet
(Srinivasula et al., 1996; Muzio et al., 1997). Die aktive Caspase-8 verbindet auch den
extrinsischen mit dem intrinsischen Apoptoseweg. Dies erfolgt dadurch, dass Caspase-8

Bid in die verkirzte Form tBid spaltet, was eine Aktivierung von Bax bewirkt (Chou et al.,
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1999). Dies fuhrt letzten Endes Uber Caspase-9 zur Aktivierung der Effektorcaspasen-3, -
6 und -7.

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Monozyten stellen eine bedeutende Komponente des Immunsystems dar. Sie zirkulieren
im Blutkreislauf, wandern in verschiedene Gewebe ein und differenzieren dort zu
residenten Makrophagen sowie DCs. Makrophagen sind mitunter die wichtigsten
Effektorzellen der angeborenen unspezifischen Immunantwort. DCs, die auch als
\Wachter des Immunsystems’ bezeichnet werden, sind fir die adaptive Immunantwort von
besonderer Bedeutung. Ein Kennzeichen von Monozyten und Makrophagen ist die

Produktion von ROS, welche der Abtétung von Mikroorganismen dienen.

Aus vorangegangenen Untersuchungen war bekannt, dass die Expression der BER-
Proteine XRCC1 und Ligase lllo in menschlichen Monozyten nicht detektierbar ist und
wahrend der Ausreifung zu DCs induziert wird (Briegert and Kaina, 2007). Diese
Untersuchungen sollten in der vorliegenden Arbeit auf Makrophagen ausgeweitet werden,
wobei folgende Fragen gestellt werden: 1) Gibt es Unterschiede in der Sensitivitat von
Monozyten, DCs und Makrophagen gegeniiber ROS? 2) Welche DNA-Schaden werden in
den Zellen gegebenenfalls durch ROS induziert? 3) Wie erfolgt die Signaltransduktion
zwischen DNA-Schéaden und Zelltod? Wie ist der Mechanismus des Zelltods durch ROS?
4) Unterscheidet sich die BER-Kapazitat von Monozyten, DCs und Makrophagen? 5)
BeeinflulRt die DNA-Reparaturkapazitdt die immunstimulatorische Kapazitat myeloider
Zellen? 6) Beeinflussen Unterschiede in der Reparaturkapazitat von Monozyten, DCs und
Makrophagen gegebenenfalls auch die Sensitivitdt gegenlber IR, das wie ROS zu
Basenschaden in der DNA fuhrt? 6) Sind aufgrund der Beteiligung der BER-Proteine
XRCC1, Ligase llla und PARP-1 am B-NHEJ auch Unterschiede in der DSB-

Reparaturkapazitat in Monozyten, DCs und Makrophagen vorhanden?

Die Suppression des Immunsystems ist eine der schwerwiegendsten Nebenwirkungen in
der Tumor-Chemotherapie. Generell wird die hohe Proliferationsrate von Vorlauferzellen
des Immunsystems als Erklarung fir die hohe Sensitivitat gegentiber DNA-schadigenden
Agenzien angesehen. Hier stellt sich die Frage, ob Chemotherapeutika auch fir
ausdifferenzierte, nicht-proliferierende Immunzellen toxisch sind? Temozolomid ist ein
breit eingesetztes Zytostatikum, das beispielsweise zur Therapie von Glioblastomen und
Melanomen eingesetzt wird. Es ist bekannt, dass Monozyten im Vergleich zu DCs eine
hohere Sensitivitat gegeniiber Temozolomid aufweisen (Briegert et al., 2007; Briegert and
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Kaina, 2007). Daher soll neben der Wirkung von ROS auch die Wirkung des
Zytostatikums Temozolomid auf Monozyten, DCs und Makrophagen untersucht werden
und dabei folgende Fragen beantwortet werden: 1) Wie ist die Sensitivitat von Monozyten,
DCs und Makrophagen gegeniber Temozolomid? 2) Welche DNA-Schaden induziert
Temozolomid? 4) Wie erfolgt die DNA-Schadensantwort nach Temozolomid-Behandlung?

5) Uber welchen Mechanismus induziert Temozolomid Zelltod in Monozyten?

Im letzten Teil dieser Arbeit soll gepruft werden, ob die Befunde der ex vivo isolierten
Primarzellen auf ein in vitro Zellsystem Ubertragbar sind. Zur Untersuchung sollen mit
MM6 und THP-1 zwei akute myeloische Leukamie-Zelllinien und mit U937 eine
histiozytische Lymphomzelllinie mit humanen Monozyten verglichen und folgende Fragen
untersucht werden: 1) Wie ist die Expression der fur Monozyten charkteristischen BER-
Proteine in den myeloieden Zelllinien? 2) Ist die Sensitivitat der Zelllinien gegenuber
Alkylantien sowie die MGMT-Aktivitat mit der von Monozyten vergleichbar? 3)
Beeinflussen die fir die Ausreifung in DCs und Makrophagen verantwortlichen Zytokine
IL-4 und GM-CSF die Expression von BER-Proteinen in den Zelllinien? 4) Hat eine
Veranderung der Proteinexpression gegebenenfalls Auswirkung auf die Sensitivitat
gegenuber Alkylantien, die MGMT-Aktivitat oder die BER-Kapazitat der Zellinien?
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2 Material und Methoden

2.1 Material
211 Gerate

[*?P]-Detektionsschirm
[*?P]-Dokumentationsanlage Typ Storm B40
['*"Cs]-Quelle Gammacell 2000

Blot-Kammer, Mini Trans Blot Cell
Brutschrank, Hera cell 150
Durchflusszytometer, FACSCalibur
Einfrier-Box Typ Cryo 1°C Freezing Container
Elektrophoreseapparaturen

Feinwaage

Flissigszintillationszahler
Typ Tri-Carb 2100TR

Fluoreszenzeinrichtung BX-FLA
Geldokumentation, InGenius
Infrarot-Abbildungsanlage, Typ Odyssey
Laser Scanning Mikroskop, LSM710
Mikroplatten Reader Sunrise RC

Mikroskop TMS-F
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Molecular Dynamics,
Sunnyvale, Kalifornien

Molecular Dynamics,
Sunnyvale, Kalifornien

Molsgaard Medical, Danemark

Bio-Rad, Miinchen

Heraeus, Miinchen

BD Biosciences, Heidelberg

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts

Bio-Rad, Miinchen

Satorius, Gottingen

Canberra Packard Central Europe,
Schwadorf, Osterreich

Olympus, Hamburg

Syngene, Cambridge UK

LI-COR Biosciences, Bad
Homburg

Carl Zeiss, Oberkochen

Tecan, Crailsheim

Nikon, Dusseldorf
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Mikroskop Axiovert 35

Mikroskop BX 50

Mikroskop Wilovert A
Mikro-Ultrazentrifuge, CS 120GX

MyCycler™ Thermal Cycler

MyiQ Single Color RealTime PCR Detection
System

NanoDrop®-ND-1000-Spektrophotometer
Neubauer-Zahlkammer
Nitrozellulosemembran (Protan)
pH-Meter, Typ pH525

Phospho Imager, Storm 860 Molecular Imager
Pipetten (Pipetman)

Pipettierhilfe Pipetboy acu

Rontgenfilme (Hyperfilm MP)
Spannungsquelle 200/2.0 Power Supply
Spannungsquelle Power Pac 200/300
Sterilbank, Lamin Air 1.2

Tiefkihler (- 20°C)

Tiefkuhler (- 80°C)
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Zeiss, Jena

Olympus, Hamburg

Hund, Wetzlar

Hitachi, Japan

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Fa. NanoDrop Technologies,
Wilmington, DE, USA

Hecht-Assistent, Sondheim

Schleicher & Schuell, Dassel

WTW, Weilheim

Amersham Pharmacia, Freiburg

Gilson, Middleton

Integra biosciences, Landquart

Kodak, USA

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Minchen

Heto-Holten A/S, Allerad, DK

Liebherr, Ochsenhausen

Sanyo, Miinchen
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Tischzentrifuge 5402

Thermomixer compact

Thermostat 5320

Ultraschallgerat Typ Sonifier
Cell Disruptor B15

Vakuumpumpe N022 AN.18

Vortex Genie 2™

Wasserbad

Zentrifuge Megafuge 1.0

Zentrifuge, Centrifuge 5402

Zentrifuge, Centrifuge 5415D

Zelltank (N) Locator 6+

2.1.2 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid (AA/BA) 40%ig
Agarose

Agarose 'low melting point (LMPY’
Ammoniumpersulfat (APS)

Annexin V-FITC

ATP

B-Mercaptoethanol

Boc-VAD-fmk

Bovines Serumalbumin (BSA)
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Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Branson Ultraschall,
Dietzenbach

KNF Neuberger, Freiburg

Bender & Hobein, Zirich

Grant Instruments Ltd, Cambridge,
UK

Heraeus, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Roth, Karlsruhe

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck (Calbiochem), Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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Bromphenolblau
CM-H,DCFDA

Coomassie Brilliant Blue R-250
Phosphocreatin
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

dNTPs

ECL- und ECL-Plus-Kit
Entwicklerlésung

Essigsaure (CH3;COOH)
Ethanol absolut (EtOH)
Ethidiumbromidlésung 1%ig
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Fixiererldsung

Formaldehyd ~37%

Formamid

Glycin

Glycerin ~87%

Harnstoff

Hepes

Igepal (NP-40)

Isopropanol

Kupfer-(l)-Sulfat

Ladepuffer (fur SDS-PAGE) RotiLoad1

LDL (human Plasma)
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Merck, Darmstadt

Molecular Probes, Oregon, USA
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

New England Biolabs

Pharmacia/Amersham,
Braunschweig

Kodak GBX, Rochester, USA
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Kodak GBX, Rochester, USA
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck (Calbiochem), Darmstadt
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LPS

Luminol

Methanol

Milchpulver

NAD

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumfluorid (NaF)
Natriumorthovanadat (Na;VO,)
0°-Benzylguanin (O°BG)

PBS
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphocreatin
Polyethylenglykol 400 (PEG)
Ponceau S

Propidiumiodid (PI)

Proteinase Inhibitor Cocktail Complete™, Mini,
EDTA-frei

Radioaktiv markiertes [y**P]-ATP
Radioaktiv markiertes [°H]-Uridin
Szintillationslésung
tert-Butylhydroperoxid
Tetramethylethylethylendiamin (TEMED)
TO-PRO-3

Tween 20 (Polysorbat 20)

Triton X-100

Wasserstoffperoxid (H.05)
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Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Fa. Heirler, Reformhaus Mainz
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim

Perkin Elmer, Rodgau-Jigesheim
NEN Dupoint, Zaventem, Belgien
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Xylencyanol FF

Alle nicht aufgelisteten Chemikalien wurden von den Firmen Fluka (Buchs; CH), Merck

(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), und Sigma-Aldrich (MUnchen) in der Qualitatsstufe p. a.

bezogen.

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

6/24/48/96-well-Zellkulturplatten
6-well, Mehrfachkulturschalen
Blut Separations Réhrchen
DEAE Sepharose Fast Flow

Deckglaser

Dialyseschlauch, ZelluTrans 6.0
(8.0000 — 10.0000 MWCO)

Einmalspritzen
Einmalpipetten
FACS-Analyseréhrchen

Kryordhrchen (2 ml)

Micro Bio-Spin P-30 Tris Chromatographie
Saulen

Micro Bio-Spin 6 Tris Chromatographie Saulen
Microcon YM-10 Filtereinheit (10 000 MWCO)
Microseal®B Adhesive Sealer
Nitrozellulose-Membran Protran®

Objekttrager

Parafilm

Pasteurpipetten

PCR Platten (96-well)
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Sigma-Aldrich, Steinheim

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Corning, Kaiserslautern

PAA, Pasching, Osterreich

GE Healthcare, Munchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Norm-Ject, Tuttlingen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt, Nurnbrecht

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Bio-Rad, Munchen

Bio-Rad, Munchen

Millipore, Bedford, MA, USA
Bio-Rad, Munchen

Whatman, Dassel

Roth, Karlsruhe

Pechiney Plastic Packaging
Company (USA)

Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen
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PCR-Reaktionsgefalie (0,2 ml) MpltiUltra Tubes

Petrischalen

Pipettenspitzen
Polypropylen-Reaktionsgefalte 15 ml/50 mli
Reaktionsgefalie 0,5 ml/1,5 ml/2 ml
Roéntgenfilme Hyperfilm MP

Spritzenfilter steril Rotilabo®
Whatman-Filterpapier

Zellkulturmaterial

Zellkulturschale, 6 mm x 15 mm

214 Kits

Human IL-1 beta Quantikine ELISA Kit
Human TGF-beta1 Quantikine ELISA Kit
Human TNF-alpha/TNFSF2 Quantikine Kit
Mykoplasmen-Detektionskit (PCR-basiert)
Nucleobond AX 100

Nucleospin® RNA I

SensiMix Plus SYBR & Fluorescein Kit

Signa TECT® DNA-Dependent Protein Kinase

Assay System
Verso™ cDNA Kit

Zell-Proliferations-Reagenz WST-1
(Water soluble tetrazolium 1)

Die Anwendung der aufgelisteten Systeme fand, falls nicht besonders vermerkt, nach den

angegebenen Herstellerdaten statt.

Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Kodak, USA

Roth, Karlsruhe

Schleicher und Schuell, Dassel
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Corning, Kaiserslautern

R & D systems, Wiesbaden
R & D systems, Wiesbaden
R & D systems, Wiesbaden
Minerva Biolabs, Berlin
Macherey-Nagel, Diren
Macherey-Nagel, Diren
Bioline, Luckenwalde
Promega, Mannheim
ABgene, Hamburg

Roche, Mannheim
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21.5 Zytokine
IL-4

GM-CSF

2.1.6 Chemotherapeutika/Zytostatika

Methylmethansulphonat (MMS)

Temozolomid (TMZ; Temodal®)

3-methyl-4-oxoimidazo[5,1-d][1, 2,3, 5]tetrazine-8-
carboxamide (IUPAC-Nomenklatur)

2.1.7 Software

Ascent Software 2.6
Bio-Rad iQ5 2.0
CellQuest Pro
EndNote 9.0.0
GeneSnap 6.0.5
GeneTools

Graph Pad Prism 3.0.2
iCycler™ Software
ImagedJ Software
Image Quant 5.2
Kinetic Imaging Komet 4.0.2
Komet 4.20.2

MS Office 2003
Multi-Analyst 1.0.1

Odyssey 3.0
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Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach

Bayer, Leverkusen

Sigma-Aldrich, Minchen

Schering-Plough, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts

Bio-Rad, Miinchen

BD Pharmingen, Heidelberg

Thomson Reuters, New York City,
New York

Syngene, Cambridge, UK

Syngene, Cambridge, UK

Graph Pad Software, La Jolla, CA,
USA

Bio-Rad, Miinchen

http://rsb.info.nih.gov/ij/

Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA,
USA

BFI-Optilas, Puchheim

Kinetic Imaging, Liverpool, UK
Microsoft, UnterschleiRheim
Bio-Rad, Miinchen

LI-COR Biosciences, Bad Homburg
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Photoshop 7.0 Adobe Systems, Minchen

Scanner Control 4.0 Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA,
USA

WinMDI 2.9 http://facs.scripps.edu/software.html

Zen 2008 Carl Zeiss, Oberkochen

21.8 Medien und Komponenten fiir Zellkultur

Accutase PAA, Pasching, Osterreich

DMEM Gibco Life Technologies,
Karlsruhe

Foétales Kalberserum (FCS) Biowest, Nuaillé, Frankreich

LSM 1077 Lymphozyten Separations Medium PAA, Pasching, Osterreich

RPMI 1640 plus L- Gutamin Gibco Life Technologies,

Karlsruhe
Trypsin-EDTA (10x) PAA, Pasching, Osterreich
X-Vivo 15 Lonza, Basel, Schweiz
21.9 Zelllinien
2.1.9.1 Adhdérente Zellinien
Hela MR ?I\L/Jlr;i?e Zelllinie eines Cervix-karzinoms DMEM + 5% FCS
Hela S3 ?'\ljlrer])(a+r1)e Zelllinie eines Cervix-karzinoms DMEM + 5% FCS

2.1.9.2 Suspensionszelllinien

Mono Mac 6 humane AML Zelllinie ™) RPMI + 10% FCS
THP-1 humane AML Zelllinie (DSMZ2) RPMI + 10% FCS
U937 humane histiozytische *) DMEM + 5% FCS

Lymphomazelllinie

*: die Zelllinien wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Kleinert (Institut fir Pharmakologie;

Mainz) zur Verfligung gestellt.
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2.1.10 Proteine

2.1.10.1 Proteinmarker

peqgGold Proteinmarker I, 10 - 200 kDa

2.1.10.2 Enzyme

Aprotinin

Chymnostatin

Creatin Kinase

FPG

Leupeptin

Pepstatin A
T4-Polynukleotidkinase
RNase A

Taq DNA Pol, Master Mix Red

Uracil-DNA Glycosylase

2.1.10.3 Primérantikorper

anti-APE1
anti-Caspase-3
anti-Caspase-7
anti-Caspase-8
anti-Caspase-9
anti-Chk1

anti-Chk2

PEQLAB, Erlangen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim

Prof. Dr. Epe, Mainz
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roche, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen
Ampligon, Hamburg

Roche, Mannheim

mAb (1:2000) Novus Biologicals, Littleton UK

pAb  (1:1000)
pAb  (1:1000)
mAb (1:1000)
pAb  (1:1000)
pAb  (1:1000)

pAb  (1:1000)
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Cell Signaling Technology,
Frankfurt

Cell Signaling Technology,
Frankfurt

Cell Signaling Technology,
Frankfurt

Cell Signaling Technology,
Frankfurt

Cell Signaling Technology,
Frankfurt

Cell Signaling Technology,
Frankfurt
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anti-DNA Ligase |
anti-DNA Ligase llI
anti-DNA Ligase IV
anti-DNA-PKcs
anti-E2F-1
anti-ERK2
Anti-FasL
anti-FEN-1

anti-FOXM1

anti-phospho-Histon H2A.X
(Ser139) (yH2AX)

anti-Ku70

anti-Ku80

anti-MGMT

anti-MPG

anti-OGG1

anti-p53

anti-PARP

anti-PCNA

anti-Polp

anti-phospho-ATM (Ser1981)
anti-phospho-ATR (Ser428)
anti-phospho-Chk1 (Ser317)
anti-phospho-Chk2(T68)

anti-XPC

mADb
mADb
pAb
pAb
pAb
pAb
mADb
mAb
pAb
mADb
mADb
mAb
pAb
mADb
pAb
mADb
mAb
mADb
mADb
mAb
pAb
pAb
pAb

mAb

(1:500)
(1:500)
(1:500)
(1:500)
(1:500)
(1:6000)
(1:500)
(1:1000)
(1:500)
(1:100)
(1:200)
(1:50)
(1:1000)
(1:500)
(1:200)
(1:500)
(1:1000)
(1:1000)
(1:500)
(1:500)
(1:500)
(1:1000)
(1:1000)

(1:2000)
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Abcam, Cambridge, UK

BD Pharmingen, Heidelberg

Biozol Diagnostica (GeneTex Inc.),
Eching

Merck, Darmstadt

Santa Cruz
Biotechnology,Heidelberg

Santa Cruz
Biotechnology,Heidelberg

BD Pharmingen, Heidelberg

BD Pharmingen, Heidelberg

Santa Cruz
Biotechnology,Heidelberg

Millipore, Billerica MA, USA

Biozol Diagnostica (GeneTex Inc.),
Eching

Biozol Diagnostica (GeneTex Inc.),
Eching

Institut fir Toxikologie, Mainz

Biozol Diagnostica (Abnova),
Eching

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Dianova, Hamburg

BD Pharmingen, Heidelberg

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Thermo Scientific, Dreieich

Millipore, Schwalbach

Cell Signaling Technology,
Frankfurt

Biomol (Bethyl), Hamburg
Biomol (Epitomics), Hamburg

Sigma-Aldrich, Minchen
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anti-XRCC1 pAb (1:1000) Abcam, Cambridge, UK
anti-XRCC4 oAb (1:500) Ei;ﬁﬁ!gDiagnostica (GeneTex Inc.),
anti-human CD3-PE mAb Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
anti-human CD14-PE mAb Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
anti-human CD19-PE mAb Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
anti-human CD80-PE mADb NatuTec, Frankfurt

anti-human CD86-PE mADb NatuTec, Frankfurt

anti-human HLA-DR mADb NatuTec, Frankfurt

anti-maus IgG1-FITC mAb Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
anti-maus IgG2a-PE mAb Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

2.1.10.4 Sekundire Detektionsantikorper
Peroxidase-konjugiert

Rockland Immunochemicals,
Gilbertsville, USA

. Rockland Immunochemicals,
(1:2000)  Giertsville, USA
HRP: Meerrettich-Peroxidase (Horseradish peroxidase)

IgG Kaninchen (HRP-konjugiert) (1:4000)

IgG Maus (HRP-konjugiert)

Infrarot-Farbstoff-konjugiert

LI-COR Biosciences,

IgG Kaninchen IRDye 800CW (1:10 000) Bad Homburg

IgG Maus IRDye 800CW (1:10 000) EggOHF;rEéﬁ;iences,
IgG Kaninchen IRDye 680 (1:10 000) Ié;gOHEn?ti)OuS;;iences,
IgG Maus IRDye 680 (1:10 000) LI-COR Biosciences,

Bad Homburg
Fluorophor-konjugiert

AlexaFluor 488 Ziege-anti-Maus (yH2AX: 1:300) Invitrogen, Karlsruhe
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21.11

Name

ABP

2GScomp

2GSU

8-oxo0G

8-oxoGcompl

B-ACTIN up

S-ACTIN low

DNA-PKCS Il
up

DNA-PKCS I
low

LIG lllaup

LIG llla low

PARP-1 up

PARP-1 low

XRCC1 up

XRCC1 low

B-ACTIN up
S-ACTIN low
FASR up

FASR low

Synthetische Oligonukleotide

Sequenz 5°—3’

AATAAGCTTGATCGGCCGGCCGCGGTATAT

TCGGTAGCCAATAAGCGTGGTCGGACGGACTCGGTAGAT

ATCTACCGAGTCCGTCCGAUCACGCTTATTGGCTACCGA
U = Uracil

CCAGTGAATTCCCGGGIATCCGTCGACCTGCAGCCAAGCT
1 = 8-0x0G

AGCTTGGCTGCAGGTCGACGGATCCCCGGGAATTCACTGG

TGGCATCCACGAAACTACC

GTGTTGGCGTACAGGTCTT

CTTTGTCGTGTGGAGGGAT

CACAACGGGGTTCAGAAGTT

GCTATATGTCTTTGGCTTTC

GGAATAGGCACAGTTCTT

GAACGACCTGATCTGGAA

CACTTGCTGCTTGTTGAA

GAGGAAGTTGGATTTGAA

ATTTAGGTCTCTTGGGAA

TCCGCTGCCCTGAGGCACTC
GAGCCGCCGATCCACACGGA
AAGGGATTGGAATTGAGGAAGACTG

GTGGAATTGGCAAAAGAAGAAGACA
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Verwendung

BER-Assay

BER-Assay

BER-Assay

8-0x0G Assay

8-0x0G Assay

Real-Time RT-
PCR

Real-Time RT-
PCR

Real-Time RT-
PCR; RT-PCR

Real-Time RT-
PCR; RT-PCR

Real-Time RT-
PCR; RT-PCR

Real-Time RT-
PCR; RT-PCR

Real-Time RT-
PCR

Real-Time RT-
PCR

Real-Time RT-
PCR

Real-Time RT-
PCR

RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR

RT-PCR
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GAPDHup  GAAGATGGTGATGGGATTTC RT-PCR
GAPDH low GAAGGTGAAGGTCGGATG RT-PCR
PARP-1up  GGCCGCATACTCCATCCTCA RT-PCR
PARP-1low CATTCGCCTTCACGCTCTATCTTA RT-PCR
XRCC1 up ACGAATGCCAGGGAGGGGTTGTC RT-PCR
XRCC1low AGCGGTGGCAGCGGAGATGAAG RT-PCR

Die verwendeten Primer wurden von Genterprise (Mainz), Eurofins MWG Operon

(Ebersberg) und Eurogentec (Belgien) kauflich erworben.

2.1.12 DNA-Marker — und Ladepuffer
A DNA/EcoRI+Hindlll Marker Fermentas, St. Leon-Rot

Gel loading Dye Blue (6x) New England Biolabs

2.1.13 Puffer und Lésungen

Es folgt eine Auflistung aller verwendeten Puffer und Ldsungen. Falls nicht besonders

vermerkt wurden diese in A.bidest angesetzt.

AnnexinV-Bindepuffer 10 mM HEPES
140 mM NaCl
2,5 mM CacCl,
0,1% BSA

pH 7,4

Anti-fade Medium 2.5% DAPCO
PBS:Glycerin (1:1)

pH 8,6

APS-L6sung 10%ig (w/v) 1 g APS ad 10 ml H,O
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BER-Zelllysepuffer | 10 mM Tris
200 mM KCI

pH 7.8

BER-Zelllysepuffer Il 10 mM Tris
600 mM KClI
2 mM EDTA
40% Glycerin
0,2% NP-40

pH 7.8

BER-Reaktionspuffer (20x) 800 mM HEPES
100 mM MgCl,
2 mM EDTA
10 mM DTT

pH 7,9

Bradford-Reagenz 8,5% Phosphorsaure
4,75% EtOH
1% Commasie blue G250

(anschlielend gefiltert)

CM-H,DCFDA (10/100 pM) 50 ug in 8,65/856 pl DMSO

Weiterverdiinnung in PBS

DTT-Stammlésung (1M) 154,25 mg ad 1 ml H,0

Elektrophorese-Puffer (alkalische SCGE) 300 mM NaOH
1 mM EDTA

pH = 13

Elektrophorese-Puffer (neutrale SCGE) 90 mM Tris
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90 mM Borséaure
2 mM EDTA

pH 7,5

Extraktionspuffer (DNA-PK-Aktivitats-Assay) 50 mM NaF
20 mM HEPES
450 mM NacCl
25% Glycerin
0,2 mM EDTA
0,5mMDTT

pH 7,8

FACS-Puffer PBS

0,1% BSA

FACS-Fixans PBS

1% Formaldehyd

Lysepuffer (Gesamtzellextrakte) 50 mM Tris, pH 7,5
250 mM NaCl
1 mM EDTA

0,1% Triton X-100

NaF-Stammlésung (500 mM) 20,95 mg ad 1 ml H,O

Na;VO,-Stammldsung (200 mM) 36,78 mg ad 1 ml H,O

Neutralisations-Puffer (alkalische & neutrale 0.4 M Tris
SCGE)

pH 7,5
O°BG-Stammldsung (10 mM) 50 mg ad 20,72 ml DMSO
8-oxoG-Extraktionspuffer 50 mM Tris-HCI
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250 mM NaCl

20% Glycerin

1 mM EDTA

0,5mMDTT

0,5 mM PMSF

10 pug/ml Aprotinin, Leupeptin, Pepstatin
50 mM NaF

1 mM NazVO,

pH 7,1

8-oxoG-Verduinnungspuffer 50 mM Tris-HCL
20% Glycerin
1 mM EDTA
0,5 mM DTT

pH 7,7

PAGE (20%) 4 ml Acrylamid (19:1)
0,8 ml TBE (5x)
3,2 ml H,O
56 ul APS (10%)

2,8 ul TEMED

PAGE (denaturierend; 20%) 20 ml Acrylamid (19:1)
16,8 g Harnstoff (7 M)

8 ml TBE (5x)
280 ul APS (10%)

14 pl TEMED
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PBS (pH 7,4)

PMSF-Stammlésung (200 mM)

Ponceau S-Lésung

Propidiumiodid-L6sung

Protease Inhibtor Cocktail 14x

Reaktionspuffer (MGMT-Assay)

RNA-Probenpuffer

RWDB

137 mM NacCl
2,7 mM KCI

6,5 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,
0,7 mM CacCl,

6 mM MgCl,

34,84 mg ad 1 ml Isopropanol

0,1% Ponceau

5% CH3;COOH

50 pg/ml in ddH,O

1 Tablette in 500 pl H,O

70 mM Hepes-KOH (pH 7,8)
1mMDTT

5 mM EDTA

97% Formamid
10 mM EDTA
0,025% Bromphenolblau

0,025% Xylencyanol F

25 mM HEPES
10 mM KCI

12 mM MgCl,
1 mM EDTA

1 mM DTT
17% Glycerin

pH 7,9
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SDS-PAGE-Laufpuffer

SDS-PAGE-Trenngel (5; 7,5; 10; 12; 15%)

SDS-PAGE-Sammelgel (4%)

TBE-(Tris-Borat-EDTA)-Puffer (5x)

TBS (Tris-buffered saline)

TBS-T
TE-Puffer

Transferpuffer (Western Blot)

Zelllysepuffer (alkalische SCGE)

0,25 M Tris

1,92 M Glycin

(7,2; 6,5; 5,7; 5,1; 4,3) ml ddH,0

3 ml Tris-HCI (pH 8,8)

120 pl SDS (10%)

(1,5; 2,3; 3,0; 3,6; 4,5) mL AA/BA (40%)
60 pl APS (10%)

6 ul TEMED

4,4 ml ddH,0

0,76 ml Tris-HCI (pH 6,8)
60 ul SDS

0,76 ml AA/BA(40%)

60 pl APS (10%)

6 ul TEMED

450 mM Tris
450 mM Borséaure

6,25 mM EDTA

10 mM Tris-HCI, pH 7,4

150 mM NacCl

TBS mit 0,2% (v/v) Tween-20
10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA

50 mM Tris
384 mM Glycin
20% Methanol

2.5 M NaCl
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Zelllysepuffer (neutrale SCGE)

Zelllysepuffer (MGMT-Assay)

100 mM EDTA

10 mM Tris

1% Na-Laurylsarcosinat
1% Triton X100

10% DMSO

pH 10

2.5 M NaCl

100 mM EDTA

10 mM Tris

1% Na-Laurylsarcosinat
1% Triton X100

10% DMSO

pH 7,5

20 mM Tris-HCI

1 mM EDTA

1 mM B-Mercaptoethanol
5% Glycerin

100 mM PMSF

pH 8,5
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen oder —schalen im jeweiligen
Kulturmedium (siehe 2.1.9) im Inkubator bei 37°C und 5% CO, in wassergesattigter
Atmosphéare. Das Passagieren der adharent wachsenden Zellen wurde im subkonfluenten
Stadium durch Absaugen des Mediums, Waschen mit PBS und Ablésen der Zellen durch
die Zugabe von Trypsin (0,25% (w/v) in PBS) durchgeflhrt. Suspensionszelllinien wurden
zum Passagieren mit PBS gewaschen, in frischem Medium aufgenommen und nach
Bestimmung der Zellzahl in der Neubauer Zahlkammer in einer entsprechenden Dichte
(MM6: 0,2 x 10°% THP-1: 0,1 x 10% U937:0,1 x 10°) wieder in frischem Medium ausgesét.

Zur Zellkryokonservierung wurden exponentiell wachsende Zellen verwendet. Diese
wurden geerntet, in frischem Medium aufgenommen und in einer Kuhlzentrifuge bei 4°C
und 1000 Upm fir 5min sedimentiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellsediment in 1 ml Einfrierserum (90% FCS + 10% DMSO) aufgenommen und in
Kryoréhrchen dberfihrt. Diese Rdéhrchen wurden mithilfe einer isopropanolhaltigen
Einfrierbox auf - 80°C abgekihlt. Am nachsten Tag wurden die Kryorbhrchen zur
Langzeit-Aufbewahrung in flissigen Stickstoff Uberfihrt. Das Auftauen von
kryokonservierten Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37°C. Um das verbleibende DMSO zu
entfernen, wurden die aufgetauten Zellen sofort im Kulturmedium gewaschen (1000 Upm,
5 min, RT). Danach wurden die Zellen in frischem 37°C warmen Kulturmedium

aufgenommen und in eine Kulturflasche Uberfihrt.

Alle etablierten Zelllinien wurden durch das Mykoplasma-Detektions-Kit (Minerva Biolabs,

Berlin) regelmafig auf eine Kontamination mit Mykoplasmen untersucht.

Primare Blutzellen, welche stets frisch isoliert wurden, wurden nicht konserviert, da diese
Zellen zu empfindlich auf das Einfrieren mit DMSO reagieren. Die Zelldichte dieser

Suspensionszellen fiir die folgenden Untersuchungen betrug 0,5-1x10° Zellen/ml.

2.2.1.2 Isolierung humaner mononukleérer Zellen (PBMCs) aus peripherem Blut

Die Isolation humaner mononuklearer Zellen des peripheren Blutes (PBMCs, engl.
peripheral blood mononuclear cells) erfolgte aus ,Buffy Coat*-Praparationen, die bei der

Aufarbeitung von Blutkonserven gesunder Spender in Blutbanken anfallen. Die ,Buffy
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Coats‘ wurden von der Transfusionszentrale der Universitdtsmedizin Mainz bezogen.
Diese mit Leukozyten angereicherte Fraktion enthalt neben Erythrozyten, Granulozyten,
Thrombozyten auch PBMCs, welche sich aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichten durch
Dichtezentrifugation separieren lassen. Zellen mit einer Dichte Uber 1,077 g/ml, wie z.B.
Erythrozyten und Granulozyten, befinden sich nach einer Zentrifugation unterhalb der
Ficoll-Schicht, wahrend PBMCs und Thrombozyten als Interphase auf der Ficoll-Schicht
aufliegen. Zur weiteren Aufreinigung der PBMCs wurde die Interphase abgenommen und
die Thrombozyten durch mehrfaches Waschen entfernt. Zur Separation wurden sterile
50 ml Blut Separationsrohrchen benutzt, welche eine porése Membran enthalten, die
sowohl eine Mischung der Blutprobe mit dem Separationsmedium verhindert als auch
nach der Zentrifugation eine Rekontamination der angereicherten PBMC Fraktion mit
unerwlnschten Blutkomponenten ausschlie3t. Es wurden 15 ml LSM 1077 Lymphozyten
Separations Medium (1,077 g/ml) auf die Membran gegeben und mittels kurzer
Zentrifugation (30 s, 1500 Upm, 20°C) unter die Membran gebracht. Das Réhrchen wurde
nun mit etwa 30 ml ,Buffy Coat*-Blut geflllt. Nach Dichtezentrifugation (45 min, 2500 Upm,
4°C, ohne Bremse) wurde das Serum/Plasma abgenommen und fur 30 min bei 56°C
hitzeinaktiviert. Durch zweimalige hochtourige Zentrifugation von 4000 Upm fur 5 min bei
4°C wurde das Serum von ausgefallten Proteinen befreit und fir die Kultivierung der
Monozyten, DCs, Makrophagen und weiterer Immunzellen bei 4°C aufbewahrt. Die
Interphase wurde in neue 50 ml Falcon-Réhrchen tberfuhrt und auf 50 ml mit kaltem PBS
+ 2mM EDTA aufgefullt. Die PBMCs wurden bei 1800 Upm fir 10 min und 4°C
abzentrifugiert und der thrombozytenhaltige Uberstand entfernt. AnschlieRend erfolgten
zwei weitere Waschschritte, der erste bei einer Zentrifugation von 1200 Upm fir 10 bis
15 min und der zweite bei 1000 Upm fir 15 bis 20 min, jeweils bei 4°C. Die isolierten
PBMC wurden in RPMI mit 1,5% autologem Plasma aufgenommen, mit Trypan-Blau

angefarbt und ausgezahlt.

2.2.1.3 Anreicherung von Monozyten aus PBMCs

Zur Separation der Monozyten wurde deren Adharenzfahigkeit auf Polystyrol-Platten
genutzt. Fur die Anreicherung der Monozyten und auch die DC oder Makrophagen
Generierung aus Monozyten wurden 6-well-Mehrfachkulturschalen bzw. 3 cm-Schalen
(Corning) verwendet. Bei den 6-well-Mehrfachkulturschalen wurden 15 bis 25 x10° der
aufgereinigten PBMCs in 2 ml RPMI + 1,5% autologes Serum pro Well pipettiert und
45 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die nicht-adhdrenten Zellen durch

mehrfaches, vorsichtiges Abspllen mit vorgewarmten PBS (37°C) entfernt. Wenn

76



Material und Methoden

Monozyten in goRer Zahl angereichert werden sollten, wurden 150 x 10° Zellen in 15 ml
RPMI + 1,5% autologes Plasma in 14 cm-Schalen inkubiert und diese ebenso gespdlt.
Zum zugigen Abl6sen der Monozyten von den Zellkulturschalen wurden die Monozyten, je
nach Versuchsablauf, entweder Uber Nacht in RPMI + 10% autologem Plasma kultiviert

oder mittels Accutase unverziglich nach dem Abspilen nicht-adharenter Zellen abgel6st.

2.2.1.4 Generierung von dendritischen Zellen aus humanen Monozyten

Zur Generierung von DCs aus Monozyten wurde das Protokoll von Jonuleit et al. (1997)
angewendet. Fur die Differenzierung von Monozyten in unausgereifte DCs wurden
adharente Monozyten mit 3 ml X-Vivo 15, 1,5% autologem Serum, 800 U/ml GM-CSF und
1000 U/ml IL-4 versetzt. Die Zellen wurden alle 3 Tage mit frischem Medium und
Zytokinen versorgt, indem 900 ul pro Well abgenommen und verworfen wurden und mit
frischem 1 ml X-Vivo 15 Medium mit 1,5% autologem Serum, 1600 U/ml GM-CSF und
1000 U/ml IL-4 versetzt wurden. Nach einer Kultivierung Uber insgesamt 7 Tage wurden

die in Suspension befindlichen unausgereiften DCs geerntet.

2.2.1.5 Generierung von Makrophagen aus humanen Monozyten

Fur die Differenzierung von Monozyten in Makrophagen wurden adharente Monozyten mit
2ml X-Vivo 15 + 1,5% autologem Serum mit 800 U/ml GM-CSF versetzt. GM-CSF
verstarkt die Induktion der Makrophagenausreifung. Die Zellen wurden alle 3 Tage mit
frischem Medium und Zytokinen versorgt, indem 900 uyl pro Well abgenommen und
verworfen wurden und mit frischem 1 ml X-Vivo 15 Medium + 1,5% autologem Serum und
1600 U/ml GM-CSF versetzt. Nach 6 Tagen wurden die adharenten Makrophagen fir

Experimente eingesetzt und mittels Accutase von der Zellkulturplatte abgeldst.

2.2.1.6 Vitalitdtsermittlung durch Trypan-Blau-Detektion

Zur Ermittlung der Zellvitalitdt von Primarzellen nach lIsolierung aus dem Blut wurden
diese mit einem Volumen Trypan-Blau (0,04%) versetzt und die vitalen und leuchtenden
Zellen in der Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. Tote Zellen nehmen den Farbstoff auf

und sind im Mikroskop durch ihre Blaufarbung zu erkennen.
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2.2.2 Phanotypcharakterisierung

Um die Reinheit der isolierten Monozyten bzw. die Ausreifung der kultivierten DCs und
Makrophagen zu ermitteln, wurden die Zellen einer Markierung zur Phanotypisierung und
anschlieRender FACS-Analyse unterzogen. Dazu wurden je 0,5 bis 1 x10° Zellen

eingesetzt und nach folgendem Schema gefarbt:

Tabelle 2.1: Liste der zur Phanotypisierung von Monozyten, DCs und Makrophagen
verwendeten Antikorper.

Antikorper Isotyp Farbstoff
maus IgG1 (Isotypkontrolle FL-1) maus IgG1 FITC
maus lgG2a (Isotypkontrolle FL-2) maus IgG2a PE

human HLA-DR maus lgG2b FITC
human CD3 maus IgG2a PE
human CD14 maus IgG2a PE
human CD19 maus IgG1 PE
human CD80 maus 1gG1 PE
human CD86 maus 1gG2b PE

Die Zellen wurden mit FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert (5 min, 1500 Upm, 4°C) und
anschliefend mit je 5 ul der Antikérper fir 20 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Zur
Entfernung Uberschissiger Antikdrper wurden alle Ansatze erneut in FACS-Puffer
gewaschen und zur Fixierung in 200 bis 500 yl FACS-Fixans aufgenommen. In der
Analyse am Durchflusszytometer FACSCalibur wurden HLA-DR positive Zellen im FL-1-
Kanal dargestellt, wahrend CD3*, CD14*, CD19", CD80*, CD86" und Zellen im FL-2-Kanal
gemessen wurden. Zur Auswertung wurde die CellQuest Pro und WinMDI Software
verwendet. Die Zellen wurden im ,Density-Blot* (FL-1 gegen FL-2) dargestellt und mit

Quadrantenstatistik der Prozentsatz der einzelnen Zellpopulationen bestimmt.

2.2.3 Behandlung der Zellen mit tert-BOOH und H,0,
Die Behandlung mit tert-Butylhydroperoxid (tert-BOOH) und Wasserstoffperoxid (H.O.)

erfolgte durch Zugabe einer bestimmten Konzentration der jeweiligen Lésung in das
Medium der Zellen. Hierfir wurde von beiden Stoffen eine Stammlésung hergestellt.

Sowohl tert-BOOH als auch H,O, wurde mit A.bidest auf eine Stock-Konzentration von
78



Material und Methoden

10 mM verdunnt und bei 4°C gelagert. Die Lagerung von H,O, erfolgt lichtgeschuitzt.

Danach wurden die Zellen bis zum gewunschten Zeitpunkt kultiviert.

2.2.4 Behandlung der Zellen mit oxLDL

Zur Oxidation von LDL (engl. ,low density lipoprotein®) mufy zuvor das im LDL enthaltene
EDTA entfernt werden. Hierzu wurde das LDL Uber Nacht bei 4°C gegen PBS dialysiert.
Zur Vermeidung von groReren Verdinnungseffekten soll anschliefiend die LDL-Fraktion
maglichst konzentriert in ein Well einer 24-well-Zellkulturplatte Gberfiihrt werden, um eine
grolie Oberflache fir die Oxidation zu erhalten. Als Oxidationsmittel dient Kupfersulfat in
einer Endkonzentration von 25 yM. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 37°C. Am
nachsten Tag sollte die Probe hellgelb bis weilllich und triib aussehen. Zur Entfernung
des Kupfersulfats wurde die LDL-Probe nochmals Uber Nacht bei 4°C gegen PBS
dialysiert. AnschlieRend wurde die trUbe Hauptfraktion mdéglichst konzentriert in ein
Reaktionsgefal tberfuhrt. Zur Kontrolle wurde natives LDL verwendet, das bis auf die
Oxidation mittels Kupfersulfat wie das oxidierte LDL behandelt wurde. Um nun Zellen
behandeln zu kdnnen, wurde zuvor oxLDL Uber einen 0,4 uM und nLDL {ber einen
0,2 uM Spitzenfilter sterilfiltriert. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration nach

Bradford (siehe 2.2.11.6) bestimmt. Die Lagerung erfolgte lichtgeschitzt bei 4°C.

2.2.5 Behandlung der Zellen mit ionisierender Strahlung

Die Behandlung mit ionisierender Strahlung (IR) erfolgte in Zellkulturschalen (3 cm). Die

Bestrahlung erfolgte mit einer Dosis von 3,75 Gy/min einer Casium 137 Quelle.

2.2.6 Behandlung von Zellen mit Zytostatika
Die Behandlung mit Temozolomid und Methylmethansulfonat (MMS) erfolgte durch

Zugabe einer bestimmten Konzentration der jeweiligen Losung in das Medium der Zellen.
Hierfir wurde von beiden Stoffen eine Stammldsung hergestellt. Temozolomid wurde mit
einer Konzentration von 35 mM in DMSO geldst, aliquotiert und bei -80°C gelagert. MMS
wurde zuvor mit A.bidest auf eine Stock-Konzentration von 100 mM verdiunnt. Wurden die
Zellen mit O°BG (Endkonzentration 10 uM) Co-behandelt, erfolgte dies 1h vor der

Zytostatikagabe. Danach wurden die Zellen bis zum gewunschten Zeitpunkt kultiviert.
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2.2.7 Zytotoxizitatsuntersuchungen

2.2.7.1 Bestimmung der metabolischen Zellaktivitét

Durch einen kolorimetrischen Assay mit dem WST-1-Reagenz (Roche, Mannheim) kann
die Vitalitdt von Zellen bestimmt werden. Grundlage dieser Untersuchung ist, dass das
Tetrazoliumsalz WST-1 von mitochondrialen Dehydrogenasen je nach metabolischer
Aktivitat (Vitalitat) der Zellen zu dunkelrotem Formazan reduziert und gespalten wird. Dies
kann photometrisch durch einen Mikrotiterplatten-Reader detektiert werden. Entsprechend
in 96-well-Mikrotiterplatten ausgesate und behandelte Zellen wurden mit WST-1 (1:10)
versetzt. Nach 30 bis 60-mindtiger Inkubation bei 37°C erfolgte die Bestimmung der
Absorption bei 450 nm und 600 nm als Referenzwellenlange. Die Ergebnisse zeigen die
Vitalitdten (%) der behandelten Zellen als Verhaltnis der Absorption der Kontrolle zur

behandelten Zelle.

2.2.7.2 Bestimmung der Apoptosefrequenz durch SubG1-Messung

Die Bestimmung der Apoptosefrequenz erfolgte mittels Durchflusszytometrie.
Apoptotische Zellen schniiren membranumhdillte Chromatinfragmente ab und besitzen im
Vergleich zu G1-Phase-Zellen einen reduzierten DNA-Gehalt. Somit basiert die Messung
der SubG1-Zellfraktion darauf, dass der DNA-Gehalt apoptotischer Zellen unterhalb des
DNA-Gehalts einer Zelle in der G1-Phase liegt (Huschtscha et al., 1994; Nicoletti et al.,
1991). Zusatzlich lasst sich mit dieser Methode die Verteilung der Zellen in den

verschiedenen Zellzyklusphasen ermitteln.

Die behandelten Zellen wurden geerntet und mit PBS gewaschen. Nach Entfernen des
Uberstandes wurden die Zellen in 200 ul kaltem PBS aufgenommen und durch
tropfenweise Zugabe von 70%igen (v/v) EtOH mindestens 30 min bei -20°C fixiert. Nach
erneuter Zentrifugation (1500 Upm, 4°C) wurden die Zellen in PBS aufgenommen und mit
RNAse A (Konz.gng: 100 pg/ml) fir 30 min bei RT inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe
von Pl (Konz.gng: 20 pg/ml), die Analyse am Durchflusszytometer FACSCalibur und die
Quantifizierung der apoptotischen SubG1-Fraktion mittels CellQuest Pro Software und der
WinMDI Software.
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2.2.7.3 AnnexinV-Pl Doppelfdrbung

Diese Methode basiert auf einer Umlagerung der Phosphatidylserin-Reste von der
Innenseite auf die Aullenseite der Zellmembran, was ein frilhes Ereignis der Apoptose
darstellt (Vermes et al.,, 1995). Durch AnnexinV-FITC koénnen diese umgelagerten
Serinreste nachgewiesen werden. In 24-well-Zellkulturplatten wurden 5x10° bis 1x10°
Zellen ausgesét und beim Ernten der Uberstand und die durch Trypsin abgelésten Zellen
vereinigt. Nach dem Waschen der Zellen mit kaltem PBS und einem Zentrifugationsschritt
(1000 Upm, 5 min, 4°C) wurde das Zellpellet in 50 pyl Annexin-Bindungspuffer (10 mM
HEPES (pH 7,4), 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, 0,1% BSA) aufgenommen und auf Eis
gestellt. Anschlieliend wurden 2,5 ul Annexin V-FITC zu den Zellen gegeben und 15 min
auf Eis inkubiert. Um die DNA anzufarben wurden pro Ansatz 430 ul Bindungspuffer und
10 yl PI (50 pg/pl) zugegeben. Die Messung am Durchflusszytometer FACSCalibur
erfolgte direkt im Anschluss und wurde mithilfe der CellQuest Pro und der WinMDI
Software quantifiziert. Die Zellpopulation, welche weder fir AnnexinV noch flir Pl positiv
ist, beschreibt die lebende Population. Die nur AnnexinV positiven Zellen stellen die friih
apoptotische Population dar, die AnnexinV und PI positiven Zellen die spat apoptotischen

und nekrotischen Zellen.

2.2.8 Quantifizierung von Reaktiven Sauerstoffspezies (CM-H,DCFDA-Test)

Um die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu quantifizieren, wurde das von
Wang et al. (1999) entwickelte Verfahren fur Microtiter-Patten leicht modifiziert verwendet.
5-(und 6)-chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein-Diazetat (CM-H,DCFDA; Abb. 2.1)
kann aufgrund seiner fehlenden Polaritat die Membran der Zellen passiv durchdringen. In
den Zellen wird der chemisch reduzierte, acetylierte und nicht-fluoreszierende CM-
H,DCFDA-Farbstoff in Gegenwart von ROS durch intrazellulare Esterasen und Oxidation
deacetyliert und zu fluoreszierenden CMDCF umgesetzt. Aufgrund der Polaritat des
Reaktionsproduktes kann dies die Zellen nicht mehr verlassen. Durch Messung der
Fluoreszenz-Intensitat mithilfe des Durchflusszytometers FACSCalibur und der CellQuest
Pro und WinMDI Software ist es mdglich, die entstandenen ROS in den Zellen zu

quantifizieren und zu vergleichen.
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Abb. 2.1: 5-(und 6)-chloromethyl-2’,7’-dichlorodihydrofluorescein-Diazetat (CM-H,DCFDA).

Der CM-H,DCFDA-Test wurde folgendermal3en durchgeftihrt: Die 10 yM CM-H,DCFDA
Stammldsung wurde jeweils kurz vor Beendigung der Behandlung mit tert-BOOH frisch
angesetzt und 1:100 in PBS weiterverdunnt (Endkonzentration 0,1 yM). Nach Beendigung
der Behandlung wurde das Zellkulturmedium durch 50 pyl der 0,1 yM CM-H,DCFDA-
Losung ersetzt. Nach der Inkubation (1 h, 37°C) wurde die CM-H,DCFDA-L6sung wieder
entfernt, die Wells wurden 3x mit PBS gewaschen. Anschlieliend wurden die Zellen in
70%igen EtOH fir mindestens 20 min bei -20°C fixiert und vor der Messung in PBS
aufgenommen. Die Fluoreszenz-Intensitat der Zellen wurde im Durchflusszytometer im

FL-1 Kanal bestimmt.

2.2.9 Bestimmung von DNA-Strangbriichen mittels Einzelzellgelelektrophorese
(SCGE; ,Comet-Assay)

Mittels SCGE koénnen DNA-Strangbriche auf Einzelzellebene detektiert werden. In
Agarose eingebettete Zellkerne wurden einer Elektorphorese unterzogen, wobei die durch
Strangbriiche fragmentierte DNA im elektrischen Feld aus dem Zellkern herauswandert
und einen Kometenschweif bildet. Die Lange und Intensitat der Kometen korreliert mit der
Menge an DNA-Strangbruchen. Zur Detektion von Doppelstrangbrichen wurden neutrale
Pufferbedingungen, zur Detektion von ESBs, DSBs sowie alkalilabiler Stellen wurden
alkalische Bedingungen nach einer modifizierten Methode von Singh et al. (1988) und
Klaude et al. (1996) verwendet.
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2.2.9.1 Neutrale Einzelzellgelelektrophorese

20 pl der zu untersuchenden Zellsuspension (1 x 10° ml) wurden in 120 yl LMP-Agarose
(0,5% (w/v) in A. bidest, 37°C) auf Agarose-beschichteten Objekttragern (1,5% (w/v) in
PBS) aufgetragen und mit einem Deckglas bedeckt. Nach 5 min Lagerung bei 4°C wurde
das Deckglas abgezogen und die Praparate fur 1 h bei 4°C in neutralem Lysepuffer
inkubiert. Danach erfolgte direkt die Elektrophorese in 4°C kaltem Elektrophoresepuffer
bei 25 V fur 15 min mit anschlieRendem Waschen in A. bidest, Fixierung fur 5 min in 98%
EtOH und Trocknung bei RT fur mindestens 2 h.

2.2.9.2 Alkalische Einzelzellgelelektrophorese

Bei der alkalischen SCGE erfolgte die Lyse im alkalischen Puffer. Vor der Elektrophorese
wurde die DNA durch eine 25-minitige Inkubation im alkalischen Elektrophoresepuffer
denaturiert. Die Elektrophorese erfolgte bei 25 V mit 300 mA fur 25 min. Anschliessend
wurden die Praparate 3 x 5 min in Neutralisationspuffer gewaschen, in 98% EtOH fixiert

und getrocknet.

2.2.9.3 Auswertung

Zur Auswertung wurden die Objekttrager mit 50 ul P1 (50 ug/ml) gefarbt und bei 20-facher
Vergrdsserung am Fluoreszenzmikroskop Olymp mit einer CCD-Kamera ausgewertet. Pro
Messpunkt wurden 50 Zellen ausgewertet und die relative Kometlange (engl. Olive Tail
Moment, OTM) als das Produkt der DNA-Menge (%) im Komet-Schwanz und der Distanz
zwischen den Zentren der Masse vom Komet-Kopf und Komet-Schwanz definiert (Olive et
al., 1991). Als Analysesoftware diente Kinetic Imaging Komet 4.0.2 (BFI Optilas,
Puchheim).

2.2.10 Arbeiten mit Nukleinsaren

2.2.10.1 Konzentrationsbestimmung

Die Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA in wassriger Lésung erfolgte mit dem

NanoDrop®-ND-1000-Spektrophotometer (Fa. NanoDrop Technologies, Wilmington,

DE, USA) bei A = 260/280/320 nm gegen A. bidest als Referenz. Eine OD,g von 1

entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml DNA oder 40 pg/ml RNA. Das Verhaltnis
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OD260/ODogq gibt Aufschluss Uber Reinheit der DNA-L6sung. Sie betragt bei reiner DNA
1,8 und bei RNA = 2,0. Verunreinigung durch Proteine kdnnen bei einer Wellenldnge von

320 nm detektiert werden.

2.2.10.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA und RNA nach Molekulargewicht wurde die DNA-haltige
Lésung mit 6x Ladepuffer versetzt und in die Geltaschen eines horizontalen Agarosegels
(1% in TBE, 0,5 pg/ml EtBr) pipettiert. Als Molekulargewichtsstandard wurden
EcoR I/Hind lll-geschnittene A-Phagen-DNA verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei
100 V. Die Visualisierung und Dokumentierung des Gels per UV-C erfolgte durch das

Geldokumentationssystem GeneSnap und der GeneTools Software.

2.2.10.3 RNA-Isolation

Isolierung von Gesamt-RNA wurde mittels NucleoSpin®-RNA Il Kit (Macherey Nagel,
Duren) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die Elution der RNA erfolgte mit 30 pl
H,O (RNase frei). Die RNA Konzentration im Eluat wurde spektrometrisch am Nanodrop
ermittelt. Die Stabilitat der RNA wurde mittels Agarosegelelektrophorese Uberpruft. Hat
keine Verunreinigung mit RNasen stattgefunden, was zum Abbau der RNA geflihrt hatte,
sollten nach Ethidiumbromidfarbung des Agarosegels und Visualisierung durch das
Geldokumentationssystems GeneSnap sowohl die 18S- als auch die 28S-rRNA Bande

ohne Degradation zu sehen sein.

2.2.10.4 Synthese von cDNA mittels Reverser Transkriptase

Um die Expression eines Gens auf mRNA Ebene zu untersuchen, wurden zunachst die
mRNA durch die enzymatische Aktivitat der Reversen Transkriptase unter Verwendung
eines ,0ligo dT Primers‘ in komplementadre DNA (cDNA) umgeschrieben. Diese wurde im
Anschlul} als Matrize fur eine genspezifische PCR Reaktion verwendet. Die Synthese von
cDNA aus Gesamt-RNA erfolgte mittels des ,Verso™ cDNA Kit' von ABGene (Hamburg)

nach Angaben des Herstellers. Fur die Reaktion wurde 1 ug Gesamt-RNA eingesetzt.
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2.2.10.5 Semiquantitative Endpunkt-RT-PCR

Diese Methode wird verwendet um zu untersuchen, in welcher GréRenordnung ein
bestimmtes Gen (représentiert durch ein Fragment dieses Gens) auf mRNA-Ebene im
Vergleich zu Referenzproben transkribiert wurde. Bei der PCR handelt es sich um eine
Methode, um kurze Nukleinsdurestliicke zu amplifizieren. Dies kann, durch eine
Denaturierung der nach jedem Zyklus neu entstandenen DNA-Doppelstréange, beliebig oft
wiederholt werden. Um spezifische Nukleinsdurestlicke zu vervielfaltigen, sind Primer
notwendig, die auf den verschiedenen Strangen der DNA binden und mit ihren 3'-Enden
aufeinander zuweisen. Durch die thermostabile Polymerase des Bakteriums Thermus
aquaticus werden die Primer an ihrem 3’-OH-Ende anhand der vorliegenden Matrize
verlangert. Die neu synthetisierten Strange dienen im nachsten Zyklus wieder als Matrize,
an welche die Primer hybridisieren kénnen. Dadurch wachst die Anzahl an DNA-

Fragmente exponentiell an.

Die PCR Reaktion wurde durchgefihrt mit 15yl REDTaq® ReadyMix™ PCR
Reaktionsmix, 0,5 bis 4 yl cDNA, 1 yM Primer in einem Endvolumen von 30 pl. PCR
Parameter waren folgende: initialer Denaturierung: 95°C, 2 min; 20-35
Amplifikationszyklen zur Vervielfaltigung des gewilnschten DNA-Fragments mit
Denaturierung: 95°C, 30s; Anlagerung der Primer (,Annealing): 50-65°C, 45s;
Elongation: 72°C, 1 min und terminale Elongation: 72°C, 10 min. Die Auftrennung der
PCR-Produkte erfolgte Uber 1%iges Agarose-Gel, die Visualisierung der DNA mithilfe von

EtBr-Farbung sowie des Geldokumentationssystems GeneSnap.

2.2.10.6 Semiquantitative Real-Time-RT-PCR

Sowohl der PCR-Array zur Untersuchung von 96 Genen gleichzeitig (siehe Anhang; Tab.
6.2) als auch die Quantifizierung der RNA-Expression einzelner Gene erfolgte mittels
semiquantitativer Real-Time-PCR, wobei ,SYBR Green’ als Fluoreszenzfarbstoff
verwendet wurde. Fiir die PCR-Reaktion wurde der 2x SYBR®GreenER™ qPCR
SuperMix (Fa. Invitrogen), welcher u. a. SYBR Green, Tag-Polymerase, dNTPs und Mg**
enthalt, verwendet. Zur internen Normierung wurde unter Einsatz geeigneter Primer ein
DNA-Fragment des p-Actin-Gens parallel mitamplifiziert. Die Analyse erfolgte im Bio-Rad-

iCycler™ |Q mithilfe der iCycler™-Software von Bio-Rad.
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2.2.10.6.1 PCR-Array

Zunachst wurde ein Mastermix bestehend aus 1 ml 2x SYBR Green Mix (s.0.), 100 pl
cDNA und 100 ul H,O vorbereitet. Je 12 ul dieser Lésung wurden in die Locher einer 96-
well-Platte pipettiert, in denen 8 ul eines genspezifischen Primerpaars (625 nM) vorlagen.

Die PCR wurde unter folgenden Parametern durchgefihrt:

50°C 2 min
} Vorbereitung 2x SYBR®GreenER™ qPCR SuperMix
95°C 8min30s

95°C 15s Denaturierung des DNA-Doppelstrangs

45x
55°C 30s Anlagerung der Primer
72°C 40s Elongation: Temperaturoptimum der Tag-Polymerase

Im Verlauf eines jeden Zyklus’ wird die Fluoreszenzintensitat des SYBR®Green, welches
in der dsDNA interkaliert, gemessen. Die gemessene Floureszenzintensitat ist
proportional zur Menge des PCR-Produkts. Kalibriert wurde auf einen beliebigen
Messwert eines jeden PCR-Laufs. Normalisierung sowie Kalibrierung erfolgten
automatisch durch die Software iQ5 2.0 Standard Edition. Wurde der Ct-Wert erst bei
einer Zyklenzahl > 35 erreicht, so fiihrte dies zu einem Ausschluss aus der Expressions-
Analyse. Zur Verifizierung der spezifischen Amplifikation wurde vom Gerat eine
Schmelzkurve erstellt, aus der die Schmelztemperatur T,, des/der Amplifikate ablesbar ist
und die mit der theoretischen T,, des gewlinschten Amplifikats verglichen werden kann.

Hierzu dienten folgende Parameter:

95°C 1 min Initiale Denaturierung
55°C 1 min AbkUlhlen auf Starttemperatur
+0,5 °C in 10 s bis Erreichen von 95°C Detektion der Fluoreszenzintensitat

Wurden hierbei Primer-Dimere oder unspezifische Amplifikate detektiert, so erfolgte der

Ausschlul des PCR-Laufs aus der Expressions-Analyse.

2.2.10.6.2 Semiquantitative Real-Time-RT-PCR zur Analyse einzelner Genen

Zur Analyse einzelner Gene oder Verifizierung der Ergebnisse des PCR-Arrays wurden
jeweils flr einen Reaktionsansatz 0,4 pl cDNA mit 1,67 yM Primer und 10 yl 2x
SYBR®GreenER™ qPCR SuperMix in einem Endvolumen von 20 pl versetzt. Jede Probe
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wurde als Triplikat angelegt. Sollte sich eines der Triplikate deutlich von den anderen
beiden unterscheiden, so wurde es aus der Genexpressions-Analyse ausgeschlossen.
Das verwendete PCR-Programm und die Qualitdtskontrolle (T, Zyklenzahl) entsprachen

denen des PCR-Arrays (s.0.).

2.2.11 Untersuchung der Proteinexpression

2.2.11.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten

Zellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen (1500 Upm, 5 min, 4°C) und das
Zellsediment in ein 1,5ml Reaktionsgefal® uUberfuhrt. Darauf folgte ein weiterer
Zentrifugationsschritt (4000 Upm, 5 min, 4°C). Danach wurde der Uberstand erneut
verworfen. Das Zellpellet wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C

gelagert.

Zur Herstellung der Extrakte wurden die Zellen auf Eis aufgetaut und je nach Grofde in
einer bestimmten Menge (80 — 250 pl) Lysepuffer + 1x Protease Inhibitor Cocktail (Fa.
Roche) resuspendiert. Mittels Inkubation auf Eis fir 30 min wurde die Zellmembran
aufgebrochen und das Proteinlysat durch Zentrifugation (14000 Upm, 25 min, 4°C)
geklart. Die Extrakte wurden bei -20°C gelagert. Eine Proteinbestimmung erfolgte nach
Bradford (siehe 2.2.11.6).

2.2.11.2 Herstellung von Gesamtzellextrakten fiir den MGMT-Assay

Die Herstellung der Proteinextrakte zur Bestimmung der MGMT-Aktivitat erfolgte ebenfalls
durch Resuspendieren der zuvor in flissigem Stickstoff shockgefrorenen Zellen in
Zelllysepuffer und darauffolgenden Aufschluss der Zellmembran durch Ultraschall-
Behandlung. Das Proteinlysat wurde im Anschlu} durch Zentrifugation (14000 Upm,
15 min, 4°C) geklart. Der Uberstand, in welchem die Proteine geldst sind, wurde in

flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.11.3 Herstellung von Gesamtzellextrakten fiir den BER-Assay

Zellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen und das Zellsediment in ein 1,5 ml

Reaktionsgefal Uberfuhrt, wie bereits unter 2.2.11.1 beschrieben. Anschlieffend wurden
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die Zellen in flussigem Stickstoff schockgefroren und fir mindestens 1 h bei -80°C

gelagert.

Zur Lyse wurden die Zellen in BER-Zelllysepuffer | (+ 1 ug/ml Leupeptin, Chymnostatin,
Pepstatin und Aprotinin, + 1 mM DTT, + 1 yM PMSF) aufgenommen und anschlief3end
das zweifache Volumen BER-Zelllysepuffer Il zugegeben. Nach grundlichem Mischen
wurden die Ansatze fir zwei Stunden auf dem Uberkopfschiittler bei 4°C inkubiert. Die
Trennung von verbleibenden Zellfragmenten und Nukleinsduren vom Proteinextrakt
erfolgte danach durch eine Zentrifugation in der Ultrazentrifuge bei 40.000 Upm und 4°C
fir 20 min. Der die gel6sten Proteine enthaltene Uberstand wurde gesammelt und Gber
Nacht bei 4°C gegen RWDB + 1 mM DTT dialysiert. Unldsliche Zellbestandteile und
Zellmembranen wurden bei 14.000 Upm und 4°C fur 10 min sedimentiert. Um eine
Abnahme der Enzymaktivitat bei wiederholtem Auftauen und Einfrieren zu vermeiden,
wurden die Proteinsuspensionen abschlieRend aliquotiert und die Aliquots in flissigem

Stickstoff schockgefroren. Bis zur Verwendung erfolgte die Lagerung bei -80 °C.

2.2.11.4 Herstellung von Gesamtzellextrakten fiir den 8-oxoG-Assay

Zellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen und das Zellsediment in ein 1,5 ml
Reaktionsgefall Uberfuhrt, wie bereits unter 2.2.11.1 beschrieben. Anschlieffend wurden
die Zellen in flussigem Stickstoff schockgefroren und fir mindestens 1 h bei -80°C

gelagert.

Bei einer Zellmenge von etwa 8 x 10° wurden die Zellen in 80 pl Extraktionspuffer
aufgenommen und die mittels Ultraschall (10 Zyklen; 1s Puls + 9s Pause) die
Zellmembran aufgebrochen. Nach einer Zentrifugation (14.000 Upm, 12 min, 4°C) wurde
der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt und nochmals unter den gleichen
Bedingungen  zentrifugiert, um  unlésliche  Zellfragmete  komplett von der
Proteinsuspension zu trennen. AnschlieRend wurden 80 ul des Uberstandes mit 320
Verdinnungspuffer gemischt, um eine finale Konzentration von 50 mM Tris-HCI (pH 7.1),
50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 0,5 mM DTT und 20% Glycerin in den Extrakten zu erreichen.
Eine Aufkonzentrierung der Proteinsuspension erfolgte durch eine Microcon YM-10
Filtereinheit (10.000 MWCO) bei 14.000 Upm fir 90 bis 120 min bei 4°C. Danach wurde
die Filtereinheit umgedreht und in ein frisches Reaktionsgefald gesetzt und mittels
Zentrifugation (1000 Upm, 6 min, 4°C) die konzentrierte Proteinsuspension aus der
Filtereinheit geldst. Diese wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur

Verwendung bei -80 °C gelagert.
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2.2.11.5 Herstellung von Kernextrakten fiir den DNA-PK-Aktivitédts-Assay

Zellen wurden geerntet, mit PBS gewaschen und das Zellsediment in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal uberfuhrt, wie bereits unter 2.2.11.1 beschrieben. Zur Lyse wurden die
Zellen im zweifachen Volumen Extraktionspuffer + 1x Protease Inhibitor Cocktail (Fa.
Roche) aufgenommen und anschlieRend dreimal in flissigem Stickstoff schockgefroren
und bei 30°C aufgetaut. Die Trennung von verbleibenden Zellfragmenten und
Nukleinsduren vom Proteinextrakt erfolgte danach durch eine Zentrifugation Dbei
12.000 Upm und 4°C fir 30 min. Der die geldsten Proteine enthaltende Uberstand wurde
gesammelt und endogene DNA mittels DEAE Sepharose® Fast Flow entfernt. Die
Proteinsuspension wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Verwendung
bei -80 °C gelagert.

2.2.11.6 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Bradford-Test (Bradford, 1976) ist eine photometrische Methode zur quantitativen
Bestimmung von Proteinen. In saurer Losung bildet der Farbstoff Comassie-Brilliant-Blau
mit den Seitenketten der Proteine Komplexe. Hierdurch verschiebt sich das
Absorptionsspektrum von 470 auf 595 nm. Die Zunahme der Absorption bei 595 nm ist
hierbei ein Mal fir die Proteinkonzentration. Um den Proteingehalt der verschiedenen
Extrakte zu bestimmen, wurde in einer 96-well-Platte 1 pl der Probe mit 200 ul Bradford-
Reagenz versetzt und die Absoption nach 5 min Inkubation im Dunklen am Mikroplatten-
Reader bei 600 nm bestimmt. Die Proteinkonzentration wurde anhand einer BSA-

Eichkurve (0 bis 6 ug BSA) mit dem Programm Ascent Software v2.6 errechnet.

2.2.11.7 Western Blot-Analyse

Das hier verwendete Western Blot-Verfahren basiert auf der Methode von Renart et al.,
welche erstmals Ende der 70er Jahre beschrieben wurde (Renart et al., 1979). Sie
ermoglicht die Detektion und Quantifizierung spezifischer Proteine aus einem
Proteinextrakt. Dabei werden Proteine, nachdem sie in einem denaturierenden SDS-
Polyacrylamidgel im elektrischen Feld der GréRe nach aufgetrennt wurden, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und anschlieRend mit spezifischen Antikérpern, welche
selektiv an die zu untersuchenden Proteine binden, inkubiert. Die gebundenen

Primarantikorper werden anschlieRend mit einem Sekundarantikérper, der entweder mit
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Meerrettichperoxidase oder mit einem Fluorophor gekoppelt ist, detektiert und die

Proteine entsprechend sichtbar gemacht.

2.2.11.7.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Diese Methode beruht auf der gelelektrophoretischen Auftrennung von Proteinen nach
ihrem Molekulargewicht (Laemmli, 1970). Hierbei wurden, je nach GréRe des zu
detektierenden Proteins, denaturierende Polyacrylamidgele mit 5, 7.5, 10, 12, oder 15%
Acrylamid-Anteil verwendet. Zuerst wurde das Trenngel zwischen zwei Glasplatten (Bio-
Rad, Miinchen) gegossen und zum Glatten der Oberflache mit Isopropanol Gberschichtet.
Nach Beendigung der ca. 30-minttigen Polymerisation wurde das Isopropanol verworfen
und das Trenngel mit einem Sammelgel Uberschichtet, in welches ein Kamm eingebracht
wurde um Ladetaschen auszusparen. Nach Beendigung der Polymerisation wurde der
Kamm entfernt und die Taschen mit SDS-Laufpuffer ausgespult. Pro Tasche wurden
zwischen 20 und 60 pg Protein geladen, was zuvor mit 742 Volumen 4x Ladepuffer versetzt
und 5 min bei 95°C denaturiert wurde. Die Auftrennung erfolgte in SDS-Laufpuffer bei 80
bis 130 V.

2.2.11.7.2 Western Blot-Transfer

Nach der Auftrennung der Proteine wurden diese durch Elektrophorese auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Hierfir wurde das Polyacrylamidgel auf eine in Blot-
Puffer getrankte Nitrozellulosemembran gelegt. Beide Seiten wurden von einem ebenfalls
mit Puffer getranktem Whatman-Papier und einem Schwammtuch umschlossen, in einer
Halterung fixiert und vertikal in eine mit Blot-Puffer gefiillte Transferkammer gestellt, so
dass die Nitrozellulosemembran zur Anode hin orientiert war. Die Uberfiihrung der
Proteine erfolgte bei 300 mA flir 1 h oder bei 100 mA und 4°C Uber Nacht. Nach dem
Transfer wurde die Beladung der Nitrozellulosemembran durch Farbung mit Ponceau S-
Losung Uberprift. AnschlieRend wurde die Membran mit TBS-T gespilt, um die

Farbelbsung zu entfernen.

2.2.11.7.3 Detektion von Proteinen mittels Antikorpern

Zur Vermeidung unspezifischer Antikérperbindungen wurde die Membran 1 h bei
Raumtemperatur mit einer Blockierungslosung (5% Magermilch in TBS-T oder 5% BSA in

TBS-T; je nach Angaben des Antikorper-Herstellers) geblockt. Die Inkubation mit dem
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primaren Antikérper erfolgte ebenfalls in der ensprechenden Blockierungslésung Uber
Nacht bei 4°C oder fur 2 h bei RT. Am nachsten Tag wurde die Membran 3x 10 min mit
TBS-T gewaschen und fur 1 h mit dem entsprechendem Sekundarantikdrper inkubiert.
Danach wurde die Membran erneut 3x 10 min gewaschen. War der Sekundarantikérper
mit Meerrettichperoxidase gekoppelt, wurde das Chemolumineszenzsignal der
gebundenen Antikérper durch ein ECL-Kit auf einem ,high performance
chemoluminescence film‘ dokumentiert. Bei Verwendung von Infrarot-Farbstoff-
gekoppelten Sekundarantikérpern wurde die Membran nach dem letzten Waschen
getrocknet und mit dem Odyssey-System gescannt. In beiden Fallen erfolgte die

Bildbearbeitung mit Photoshop v7.

Sollte auf der Membran ein zweiter primarer Antikdrper verwendet werden, wurde sie 2x
20 min in 100 mM Glycinlésung (pH 2,8) inkubiert, um die vorigen Antikorper zu

entfernen. Danach wurde der Nitrocellulosemembranen 1x 10 min mit TBS-T gewaschen.

2.2.11.8 Immunfluoreszenz (yH2AX-Foci)

2.2.11.8.1 Vorbereitung der Deckgldser und Ansetzen des Versuchs

Die Reinigung der Deckglaser (20 x 20 mm) erfolgte flr 15 min in Diethylether und einem
anschlielenden Waschen fur 5 min mit 100%igem EtOH, 5 min mit 70%igem Ethanol und
mit A.bidest. Damit sich die Zellen auf den Deckgldsern anheften kénnen, wurde ihre
Oberflache durch eine 20-minatige Behandlung mit 1 M HCI aufgerauht. Die Lagerung der
Deckglaser erfolgte in 70%igem Ethanol. Fir die Versuche wurde jeweils ein Deckglas in
ein well einer 6-well-Mehrfachkulturschale oder 6-cm-Zellkulturschale gelegt. Nach
vollstdndigem Verdampfen des Alkohols wurden entweder PBMCs ausgeséat, 1 h bei 37°C
inkubiert, zur Anreicherung von Monozyten mit PBS gewaschen (2.2.1.3) und zur
Untersuchung der Makrophagen entsprechend mit GM-CSF behandelt (2.2.1.5).
Dendritische Zellen wurden routinemafig ausdifferenziert (2.2.1.4) und nach Bestimmung
der Zellzahl 1x10° Zellen in 1ml Methanol/Aceton aufgenommen und auf das
Deckglaschen getropft. Durch das zlgige Verdampfen des Alkohols konnten die

eigentlichen Suspensionszellen sehr gut auf dem Deckglaschen fixiert werden.

2.2.11.8.2 Antikérper- und ToPro3-Farbung

Vor dem Fixieren von Monozyten und Makrophagen wurde zunachst das Medium
abgenommen und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Das Fixieren erfolgte fir in
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Methanol:Aceton (7:3 v/v) bei -20°C. Danach wurden die Zellen 3x 5 min mit PBS
gewaschen und 1 h in Blockierungsldsung (5% BSA in PBS mit 0,1% Triton X-100) bei
Raumtemperatur inkubiert. Nachdem die Blockierungslésung abgenommen wurde,
wurden je 50 pl Primarantikérper in PBS mit 0,1% Triton X-100 verdinnt auf jedes
Deckglas gegeben. Nach einer Inkubation von 1 h bei RT wurden die Zellen auf dem
Deckglas 2x 5 min mit PBS, 1x 2 min mit PBS-high salt (0,4 M NaCl) und 1x 5 min mit
PBS gewaschen. AnschlieRend wurden 50 ul des in PBS mit 0,5 % BSA, 0,1% Triton X-
100 verdlinnten fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikérpers auf die Deckglaser
gegeben und in Dunkelheit fir 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde erneut 2x
5 min mit PBS, 1x 2 min mit PBS-high salt (0,4 M NaCl) und 1x 5 min mit PBS
gewaschen. Die Farbung des Zellkerns erfolgte mit 1 yM ToPro3 fir 15 min abgedunkelt
bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurden die Deckglaschen zum Waschen kurz in PBS

eingetaucht.

2.2.11.8.3 Versiegelung der Proben und Auswertung

Zum Schutz der Praparate vor Ausbleichung und Austrocknung wurden die Proben mit
Anti-fade Medium versiegelt. Hierfur wurden jeweils 10 pl Anti-fade Medium auf einen
Objekttrager pro Deckglas aufgebracht und die beiden Deckglaser des Doppelansatzes
mit der mit Zellen bewachsenen Seite nach unten in die Loésung gelegt. Nach Abtupfen
der Uberschussigen Flussigkeit wurden die Deckglaser mit Nagellack versiegelt. Die
Dokumentation und Auswertung der Praparate erfolgte am LSM710 (Carl Zeiss,
Oberkochen) und der Software Zen 2008 (Carl Zeiss, Oberkochen). Auch die Intensitat

der Floureszenzsignals wurde mithilfe dieser Software bestimmt.

2.2.12 Aktivitits-Assays

2.2.12.1 Messung der O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase-Aktivitit (MGMT-

Assay)

Diese Methode beruht auf der Ubertragung radioaktiv markierter Methylgruppen von
Kalbsthymus-DNA auf das MGMT-Protein des zu untersuchenden Zellextrakts. Die
Radioaktivitat, die von der DNA auf das MGMT-Protein Ubertragen wurde, ist ein Mal} fir
die Methyltransferase-Aktivitat. Fir die Messung wurden 40 pl [H*]-Methyl-N-
Nitrosoharnstoff markierte Kalbsthymus-DNA (ca. 80000 cpm) mit 200 yg Gesamtprotein

des zu untersuchenden Extrakts in 200 yl Reaktionspuffer aufgenommen. Nach einer
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Inkubation von 90 min bei 37°C erfolgte die Zugabe von 100 uyg BSA. Die DNA wurde
durch Zugabe von 400 pl Trichloressigsaure (TCA; 13%) und 15-minatiges Aufkochen der
Proben bei 95°C hydrolysiert. Durch ein anschlieRendes Abklhlen der Proben auf Eis
wurden die Proteine gefallt und durch Zentrifugation (10 min, 14000 Upm) sedimentiert.
Nach dreimaligem Waschen mit 5%-iger TCA-LOsung wurden sie durch Zugabe von
300 ul 0,2 N NaOH hydrolysiert. Die gebundene Radioaktivitdt wurde nach Zugabe von
5 ml Szintillationsfllssigkeit im Szintillationszahler bestimmt. Die MGMT-Aktivitat wurde in

fmol/mg Gesamtprotein angegeben.

2.2.12.2 Messung der BER-Aktivitét (in vitro BER-Assay)

2.2.12.2.1 Radioaktive 5’-Markierung mit T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK)

Diese Art der Markierung wurde zur radioaktiven Endmarkierung des 2GSU
Oligonukleotids, welches die spatere apurine-Stelle (AP-Stelle) enthalt, angewendet.
Unter den gewahlten Bedingungen wird von y-*P-ATP die radioaktive Phosphatgruppe
auf das 5-Hydroxylende der DNA ubertragen. Dabei werden die zu markierenden
Molekiile in einem ersten Schritt mittels Phosphatase dephosphoryliert und anschlief’end
mittels Polynukleotidkinase (PNK) markiert. 60 pmol 2GSU wurden mit PNK Puffer
(Roche, Mannheim), 10 Units PNK und 2 pl [y->*P]-ATP in einem Endvolumen von 20 yl
fur 1 h bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 30 ul TE gestoppt und
die Reaktionsmischung tUber eine Micro Bio-Spin 6 Tris Chromatographie S&ule (1x TE)

entsalzt. Das Endvolunmen wurde mit A. bidest auf 100 pl aufgefullt.

2.2.12.2.2 Hybridisierung der ssOligonukleotide

Zur Hybridisierung des [y->*P]-markierten 2GSU Oligonukleotids mit dem komplementéren
Oligonukleotid 2GScomp wurden 50 pl [y-**P]-GSU (30 pmol) zusammen mit 60 pmol
2GScomp in 1x TE und 200 mM NaCl in einem Volumen von 100 pl fir 5 min auf 90°C
erhitzt. Das Reaktionsgemisch wurde in einem Wasserbad langsam bis zum Erreichen
der Hybridisierungstemperatur abgekunhlt. Anschlief3end wurde das
Hybridisierungsprodukt auf Eis oder langfristig bei -20°C gelagert. Die Hybridisierung
wurde mittels nativer PAGE des Hybridisierungsprodukts im Vergleich zu [y-**P]-GSU
Uberpruft. Durch die Hybridisierung sollte das dsOligonukleotid langsamer durch das
Polyacrylamidgel laufen als das ssOligonukleotid. Es wurden jeweils 3 pl [y->*P]-GSU und
[y-**P]-GSU + 2GScomp in 6x RNA-Probenpuffer aufgenommen und fiir 1,5 h bei 100 V in
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einem 20% Polyacrylamidgel elektrophoretisch aufgetrennt. Als Laufpuffer wurde 1x TBE
verwendet. Das Polyacrylamidgel wurde mit einem Phospho-Imager-Film in einer
Roéntgenkasette bedeckt und Uber Nacht bei 4°C exponiert. Die Detektion erfolgte mittels

Phospho-Imager und der Software Image Quant.

2.2.12.2.3 Prédparation einer AP-Stelle mittels Uracil-DNA Glykosylase

Um nun ein geeignetes Substrat mit einer AP-Stelle flir die Bestimmung der ,short patch’
BER-Kapazitat zu erhalten, erfolgte die Behandlung des Hybridisierungsprodukts mit
Uracil-DNA Glykosylase. Diese produziert durch Exzision des im 2GSU enthaltenen
Uracils eine AP-Stelle in dem dsOligonukleotid. Hierfir wurden 30 ul des
Hybridisierungsproduktes mit 4 Units Uracil-DNA Glycosylase in 1x BER-Reaktionspuffer
in einem Endvolumen von 100 ul fir eine Stunde bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde
das Reaktionsgemisch Uber eine Micro Bio-Spin 30 Tris Chromatographie Saule (1xTE)

entsalzt.

2.2.12.2.4 Reparaturreaktion

Hierfir wurde pro Zeitwert 5 bis 8 pug Gesamtproteinextrakt mit 600 fmol [y->2P] ATP-
markiertes 2GSU + 2GScomp, das eine AP-Stelle enthalt, 2 mM ATP, 20 uM dNTP,
250 uM NAD, 25 mM Phosphocreatine, 50 ng/pl Creatin Kinase, 20 ng/ul ABP (ein
einzelstrangiges 30mer Oligonukleotid als Trager-DNA) in 1x BER-Reaktionspuffer bei
37°C inkubiert. Nach 0, 5, 10, 30, 60 und 90 min wurden aus dem Reaktionsansatz je
10 ul Aliquots enthommen und mit 10 yl RNA-Probenpuffer zum Abstoppen der Reaktion
versetzt. Zur Abkihlung wurden die Proben auf Eis gestellt. Nach einer 3-minitigen
Denaturierung bei 90°C, wurden zur Analyse jeweils 10 yl der Reaktionen auf ein
20%iges denaturierendes Sequenziergel aufgetragen und bei 10 Watt fir 4 h bei RT
aufgetrennt, auf Phospho-Imager-Film Gber Nacht bei 4°C exponiert und am Phospho-
Imager aufgenommen und mittels der Software Image Quant ausgewertet. Die

Quantifizierung erfolgte mittels Multi-Analyst v1.0.1 oder der ImageJ Software.
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2.2.12.3 Messung der 8-oxoG-Spaltungsaktivitat

2.2.12.3.1 Radioaktive 5’-Markierung mit T4-Polynukleotidkinase (T4-PNK) und
Hybridisierung der ssOligonukleotide

Zur Herstellung des Substrats wurde das Oligonukleotid 8-oxoG, das den DNA-Schaden
8oxoG enthalt mittels T4-PNK radioaktiv endmarkiert (2.2.12.2.1) und anschlieRend mit
dem komplementéaren Oligonukleotid 8-oxoGcompl hybridisiert (2.2.12.2.2).

2.2.12.3.2 Reparaturreaktion

Hierflir wurden pro Zeitwert 18 yg Gesamtproteinextrakt mit 300 fmol [y-*?P] ATP-
markiertes 8-oxoG + 8-oxoGcompl, 0,2% BSA, 20% Gycerin in 1x Reaktionspuffer A bei
37°C inkubiert. Nach 0, 30 und 60 min wurden aus dem Reaktionsansatz je 20 pl Aliquots
entnommen und mit 20 yl RNA-Probenpuffer zum Abstoppen der Reaktion versetzt. Zur
Abklihlung wurden die Proben auf Eis gestellt. Nach einer 3-minutigen Denaturierung bei
90°C, wurden zur Analyse jeweils 18 pl der Reaktionen auf ein 20%iges denaturierendes
Sequenziergel aufgetragen und bei 10 Watt flir 2 h bei RT aufgetrennt, auf Phospho-
Imager-Film Gber Nacht bei 4°C exponiert und am Phospho Imager aufgenommen und
mittels der Software Image Quant ausgewertet. Die Quantifizierung erfolgte mit der

ImagedJ Software.

2.2.12.4 Messung der enzymatischen DNA-PK-Aktivitét

Die Messung der enzymatischen Aktivitdt der DNA-PK wurde in jeweils 10 ug
Proteinextrakt mithilfe des ,Signa TECT DNA-Dependent Protein Kinase Assay System’
von Promega (Mannheim) nach Angaben des Herstellers durchgeflihrt. Hierbei wurde der
jeweilige Proteinextrakt zusammen mit einem DNA-PK spezifischem biotyniliertem
Substrat in Gegenwart von [y-**P] ATP inkubiert und anschlieBend nach Bindung des
biotyniliertem Substrats auf einer speziellen Streptavidin Matrix, der Einbau von **P im
Szintillationszahler bestimmt. Die DNA-PK-Aktivitdt wurde in cpma/ug Gesamtprotein
angegeben. Als Hintergrund-Kontrolle, welche jeweils von den Messwerten abgezogen
wurde, diente die Reaktion in Abwesenheit des spezifischen DNA-PK biotyniliertem Peptid

Substrat.
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2.2.13 Bestimmung der Konzentration von IL-1, TNF-a und TGFf in Monozyten
und Makrophagen nach Behandlung mit tert-BOOH

2.2.13.1 Behandlung der Zellen mit LPS und tert-BOOH

Nach der Isolation aus ,Buffy Coats‘ wurden die Monozyten mittels Inkubation in RPMI +
10% autologes Plasma Uber Nacht bei 37°C zum Ernten abgeldst. Nach Bestimmung der
Zellzahl wurden 1x 10° Zellen in 1 ml X-Vivo15 in 24-well-Zellkulturplatten ausgesit.
Makrophagen wurden nach 6 Tagen Ausreifung mit PBS gewaschen und in 2 ml X-Vivo15
aufgenommen. Die Zellen wurden mit 50 ng/ml LPS stimuliert, fir 24 h bei 37°C inkubiert,
mit 0,4 mM tert-BOOH behandelt und fir weitere 24 h bei 37°C inkubiert.

2.2.13.2 Ernten der Proben und Bestimmung der Zellvitalitét

Zur Separation des Uberstandes von den Zellen wurden die Platten fiir 5 min bei
1500 Upm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, aliquotiert und bei
-20°C zur Bestimmung der Zytokinmenge mittels Zytokin-ELISA eingefroren. Die Zellen

wurden mittels Accutase geerntet und mittels WST-Assay die Zellvitalitat bestimmit.

2.2.13.3 Zytokin-ELISA

Eine Moglichkeit Zytokine nachzuweisen ist der enzymgekoppelte Immunabsorptionstest
(engl. ,Enzyme-linked immunosorbent assay’ ELISA; ENGVALL und PERLMAN, 1971).
Das Prinzip des hier verwendeten Sandwich-ELISAs besteht darin, dass spezifische
monoklonale Antikdrper, die das entsprechende Zytokin mit einer hohen Affinitat binden,
an eine Mikrotiterplatte als Trager gekoppelt werden. Zytokinstandards und die zu
untersuchenden Zellkulturiberstande werden auf die Mikrotiterplatte gegeben. Das
entsprechende Zytokin wird nun vom immobilisierten Antikérper gebunden und auf der
Trageroberflache konzentriert. Nachdem samtliche ungebundenen Substanzen durch
Waschen entfernt wurden, bindet ein weiterer Enzym-markierter polyklonaler Antikorper,
der im Vergleich zum fixierten Antikérper ein anderes Epitop auf dem Antigen erkennt,
das Zytokin. Nach einem weiteren Waschschritt wird eine Substratlésung zugegeben, die
die spezifische Bindung durch einen enzymatischen Farbwechsel darstellt. Die
Farbentwicklung wird gestoppt und die Intensitdt der Farbe gemessen, wobei die

Intensitat der Farbung im Verhaltnis zur Zytokinmenge steht.
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Material und Methoden

Die Konzentrationsbestimmung der Zytokine erfolgte aus den Zellkulturiberstédnden nach
Behandlung mit LPS und tert-BOOH. Fir die Zytokine IL-1, TNF-a. und TGFB wurden
zusammengestellte ELISAs von der Firma R&D Systems verwendet. Die Durchfuhrung
erfolgte nach Angaben des Herstellers. Die Messung der Farbstoffreaktion erfolgte bei
einer Messwellenlange von 450 nm und einer Referenzwellenlange von 540 nm mittels
Mikroplatten-Reader. Die Bestimmung der Zytokinproduktion erfolgte durch Verrechnung

der gemessenen Zytokinkonzentration mit der im WST-Assay bestimmten Zellvitalitat.
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung von DCs und Makrophagen aus Monozyten
durch Zytokin-Behandlung

Zur Untersuchung der Sensitivitdt gegenlber oxidativem Stress, IR und alkylierenden
Agenzien, sowie der Proteinexpression von DNA-Reparaturgenen und der DNA-
Reparaturkapazitdten wurde das Modell der Zytokin-induzierten Differenzierung von
Monozyten zu DCs und Makrophagen verwendet. Nach Isolation der Monozyten aus
PBMCs (engl. peripheral blood mononuclear cells), die zuvor aus ,Buffy Coat*
Praparationen gewonnen wurden, erfolgte die Differenzierung von Monozyten zu unreifen
DCs (engl. immature DCs; iDCs) durch die Zytokine IL-4 und GM-CSF Uber 8 Tage. Zur
Reifung von Makrophagen wurden die Monozyten fir 6 Tage mit GM-CSF stimuliert. Auf
eine vollstandige Ausreifung der DCs wurde in dieser Arbeit verzichtet, da iDCs und
mDCs (engl. mature DCs; reife DCs) die gleichen Eigenschaften in der DNA-Reparatur
aufweisen (Briegert et al., 2007; Briegert and Kaina, 2007).

3.1.1  Morphologie von Monozyten und daraus differenzierten DCs und

Makrophagen

Nach Aufreinigung der Monozyten aus PBMCs sowie der Differenzierung von DCs und
Makrophagen aus Monozyten durch die Zytokine IL-4 und GM-CSF, wiesen die Zellen
jeweils eine charakteristische Morphologie auf. Mikroskopische Aufnahme der Zellen
zeigten runde Monozyten mit einem grof3en Kern und verhaltnismaflig wenig Zytoplasma
(Abb. 3.1). Dagegen waren die deutlich groferen unreifen DCs durch ihre Dendriten
(kleine  verzweigte  Auslaufer) gekennzeichnet. = Makrophagen bildeten die
charakteristischen Pseudopodien aus, die ihnen als Fangarme wahrend der Phagozytose

dienen.

99



Ergebnisse

IL-4/GM-CSF GM-CSF
(8d) (6d)

Abb. 3.1: Ausreifung von Monozyten zu DCs und Makrophagen. Lichtmikroskopische
Aufnahmen (100fach) verdeutlichen die durch Zytokine induzierte morphologische Veranderung
von Monozyten zu DCs und Makrophagen.

3.1.2 Phanotypcharakterisierung von Monozyten, DCs und Makrophagen

Die Reinheit der Zellpopulation wurde durchflusszytometrisch durch eine
Phanotypisierung basierend auf der Expression von Oberflichenmarkern, sogenannten
CD-Antigenen (engl. ,Cluster of (differentiation), untersucht. Fir Monozyten
charakteristisch ist die Expression von CD14 und CD86. Nach Anreicherung der
Monozyten durch Plastikadharenz betrug deren Reinheit zwischen 75-95%.
Kostimulatorische Oberflachenmolekile wie CD80 und CD86 wurden bei der Ausreifung
von Monozyten zu DCs hochreguliert. 70% der unausgereiften DCs wiesen eine hohere
Expression von CD80 und CD86 auf. Makrophagen zeigten ein vergleichbares
Expressionsprofil wie Monozyten, mit einer starken Expression von CD14 und CD86,
unterschieden sich jedoch morphologisch grundlegend von diesen (siehe 3.1.1). Die
Expression von CD80 war im Vergleich zu Monozyten leicht erhdht. Um eine
Verunreinigung mit Lymphozyten auszuschlieBen, wurden alle Populationen auf die
Expression von CD3 und CD19 untersucht. CD3 ist auf T-Zellen und CD19 auf B-Zellen
exprimiert. Alle Populationen zeigten eine marginale Kontamination von unter 10% mit T-
und B-Lymphozyten. In Abb. 3.2 sind die Expressionen der verschiedenen
Oberflachenmarker von Monozyten, DCs und Makrophagen von 6 verschiedenen

Spendern zusammengefasst dargestellt.
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Abb. 3.2: Phéanotypisierung von Monozyten, DCs und Makrophagen mittels
Durchflusszytometrie. Je 0,5 bis 1x10° Monozyten, DCs oder Makrophagen wurden mit PE-
konjugierten Antikérpern gefarbt und die Expression der Oberflachenmarker einer Zellpopulation
mittels FACS analysiert. In dem Balkendiagramm sind Daten von 6 unabhangigen Experimenten
zusammengefasst.

3.2 Sensitivitit von Monozyten, DCs und Makrophagen
gegeniiber oxidativem Stress

Die besondere Eigenschaft des Monozyten/Makrophagen-Systems ist eine gesteigerte
Produktion von ROS wahrend einer Entziindungsreaktion (Durackova, 2009). Ist das
antioxidative Schutzsystem einer Zelle beschadigt oder lberlastet, kommt es zwischen
der Bildung und dem Abbau freier Radikale bzw. ROS zu einem Ungleichgewicht. Folglich
werden mehr ROS gebildet als abgebaut und es entsteht oxidativer Stress. Die
Auswirkungen des oxidativen Stresses auf die Zelle sind Lipidperoxidation,
Proteinoxidation und Schadigung der DNA. ROS und entstandene Sauerstoff-Radikale
verursachen Strangbriche im Zucker-Phosphat-Ruckgrat in einem oder beiden der DNA-
Strange, chemische Verdndungen an den Nucleotid-Basen und AP-Stellen durch
Hydrolyse der glycosidischen Bindung zwischen Base und Zucker der DNA (Marnett,
2000).
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3.21  Apoptoseinduktion in Monozyten, DCs und Makrophagen nach Behandlung
mit H.O, und tert-BOOH

Zur Untersuchung der Sensitivitdt von Monozyten, DCs und Makrophagen gegentber
oxidativen Stress wurden die Zellen mit H,O, und tert-BOOH (Latour et al., 1995)
behandelt und anschliellend die Apoptose mittels SubG1-Assay bestimmt. Die
dosisabhangige Behandlung mit H,O, induzierte nach 24 h in DCs maximal 4%, in
Makrophagen bis zu 20% und in Monozyten bis zu 50% Apoptose (Abb. 3.3 A). Nach
Behandlung mit 2 mM H,0O, und Messung nach 8, 16 und 24 h zeigten die Monozyten die
hochste Sensitivitat (etwa 60% nach 24 h), Makrophagen sind geringfugig
unempfindlicher und in DCs betrug die SubG1-Population nach 24 h maximal 10% (Abb.
3.3 B). Die Unterschiede zwischen den Zelltypen waren jedoch uberwiegend nicht
signifikant. Einzige Ausnahme war der Vergleich zwischen Monozyten und DCs nach 24 h
(Abb. 3.3 B). Auch die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse war insgesamt nicht
zufriedenstellend, was auf die hohe Instabilitat von H,O, zurickzuflihren sein koénnte.
Daher wurde zur Induktion von ROS als weiteres Agens fert-BOOH getestet, welches
nicht wie H,O, lichtempfindlich ist und so die Handhabung erleichtert. Die Behandlung mit
tert-BOOH erfolgte sowohl dosisabhangig nach 24 h, als auch zeitabhangig nach
Behandlung mit 400 uM tert-BOOH. Beide Messungen wie auch reprasentative
Histogramme der SubG1-Messungen 24 h nach Behandlung mit 400 uM tert-BOOH

zeigten eine signifikant
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Abb. 3.3: Sensitivitit von Monozyten, DCs und Makrophagen gegeniiber H,0,.
Quantifizierung apoptotischer SubG1-Zellen 24 h nach Behandlung mit unterschiedlichen Dosen
H,0, (A) und nach unterschiedlichen Zeitpunkten nach Behandlung mit 2 mM H,0, (B). *p<0.05,
**p<0.01 und ***p<0.001 zum Vergleich von Monozyten zu DCs und Makrophagen. Die
Bestimmung erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von drei unabhangigen
Experimenten.
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hdhere Sensitivitdt von Monozyten gegeniber terf-BOOH als von DCs und Makrophagen,
die nahezu resistent gegenuber tert-BOOH waren (Abb. 3.4 A, B und C). Die Daten der
einzelnen Messungen konnten erfolgreich reproduziert werden und auch die
Standardabweichung der Experimente war deutlich kleiner als in den Experimenten mit
H,0,. Das Profil der Zellzyklusverteilung in Abb. 3.4 C zeigt zusatzlich, dass Monozyten,

DCs und Makrophagen nicht proliferieren und sich in der G1-Phase des Zellzyklus

befinden.
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Abb. 3.4: Messung der SubG1-Fraktion von Monozyten, DCs und Makrophagen nach
Behandlung mit tert-BOOH. Quantifizierung apoptotischer SubG1-Zellen 24 h nach Behandlung
mit unterschiedlichen Dosen tert-BOOH (A) und nach unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Behandlung mit 400 uM tert-BOOH (B). *p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001 zum Vergleich von
Monozyten zu DCs und Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist der
Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten. (C) Reprasentative Darstellung der
durchflusszytometrischen SubG1-Messung von Monozyten, DCs und Makrophagen 24 h nach
Behandlung mit 400 uM tert-BOOH sowie Profil der Zellzyklusverteilung.
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Auch die AnnexinV/PI-Messung zum Nachweis von Apoptose und Nekrose (spate
Apoptose) bestatigte, dass Monozyten, im Gegensatz zu DCs und Makrophagen, nach
tert-BOOH-Behandlung vermehrt in die Apoptose gehen (Abb. 3.5). Zusétzlich zur frihen
Apoptose- nahm auch die Nekrose(spate Apoptose)-Population in Monozyten nach tert-
BOOH-Behandlung zu. Diese betrug in Monozyten zwar lediglich 5%, was jedoch
signifikant héher war als in DCs und Makrophagen (0,6% und 1,7%; p<0.001 und p<0.01)
(Abb. 3.5).
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Abb. 3.5: AnnexinV/Pl Messung von Monozyten, DCs und Makrophagen nach Behandlung
mit tert-BOOH. AnnexinV/PI-Messung von Monozyten, DCs und Mph 24 h nach Behandlung mit
400 uM tert-BOOH. *p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001 zum Vergleich von Monozyten zu DCs und
Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von drei
unabhangigen Experimenten.

Somit konnte gezeigt werden, dass Monozyten im Vergleich zu daraus abgeleiteten DCs
und Makrophagen eine erhohte Sensitivitat gegenlber tert-BOOH aufweisen und Uber

Induktion von Apoptose sterben.

3.2.2 Bestimmung der ROS-Bildung in Monozyten, DCs und Makrophagen nach
tert-BOOH

Um auszuschlielRen, dass die héhere Sensitivitat der Monozyten nicht auf einen hoheren

Primarschaden, sondern auf einen Reparaturdefekt zurtickzufiihren ist, wurde die Menge
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der induzierten ROS nach Behandlung mit tert-BOOH bestimmt. Hierflr wurden die Zellen
vor Behandlung mit dem Fluorescein Farbstoff 5-(und 6)-chloromethyl-2’,7’-
dichlorodihydrofluorescein-Diazetat (CM-H,DCFDA) gefarbt, welcher in Gegenwart von
ROS zu fluoreszierendem CMDCF umgesetzt wird. Dieser Farbumschlag wurde
durchflusszytometrisch erfasst und die induzierten ROS-Mengen in den Zellen
quantifiziert und verglichen. Die Messung erfolgte 0, 1 und 2 h nach Behandlung mit
400 uM tert-BOOH. In allen Zellen erfolgte ein signifikanter Anstieg der relativen ROS-
Bildung durch tert-BOOH, wobei der Anstieg von ROS in Monozyten am geringsten war.
Die gréfite Zunahme von ROS erfolgte in Makrophagen (Abb. 3.6).

Il Monozyten
Il DCs
Il Makrophagen

2.0+

Relative ROS-Formation

Abb. 3.6: Bildung von ROS in Monozyten, DCs und Makrophagen nach Behandlung mit tert-
BOOH. Relative ROS-Bildung, ermittelt durch den Median der jeweiligen Histogramme von
unbehandelten, sowie 1 h und 2 h mit 400 uM tert-BOOH behandelten Zellen. Dargestellt ist der
Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten. *p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001 zum Vergleich
von unbehandelten und tert--BOOH behandelten Zellen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test.

Dadurch konnte zum einen belegt werden, dass tert-BOOH in allen drei Zelltypen ROS
induziert, zum anderen konnte ausgeschlossen werden, dass die hdhere Sensitivitat der

Monozyten gegentber terf-BOOH auf eine hthere ROS-Menge zuriickzufihren ist.
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3.2.3 Entstehung von ESBs und DSBs in Monozyten, DCs und Makrophagen
nach tert-BOOH

Als nachstes wurde die Menge der geschadigten Basen, ESBs und DSBs bestimmt,
welche durch ROS in der Zelle entstehen. Die Bestimmung der ESBs erfolgte durch die
alkalische Einzelzellgelelektrophorese (alkalische SCGE). ESBs kénnen durch ROS
sowohl indirekt wahrend der Reparatur beschadigter Basen durch die BER als
Intermediate auftreten als auch direkt durch ROS induziert werden. Abb. 3.7 zeigt, dass in
Monozyten das OTM (engl. olive tail moment; definiert als Produkt der ,Kometenlange’
und des Anteils der gesamten DNA im ,Kometen‘), welches in der alkalischen SCGE als
Mald fir ESBs herangezogen wird, direkt nach Behandlung sehr stark anstieg. Das
Maximum lag in Monozyten nach 30 min bei etwa 100 OTM und fiel auch nach 4 h nicht
unter 70 OTM. In DCs und Makrophagen hingegen erfolgte der Anstieg langsamer. In
DCs war bereits nach 10 min der hdchste Wert erreicht, der bereits nach 30 min leicht und
im weiteren Verlauf sehr schnell wieder fiel, so dass nach 240 min bereits alle Schaden
repariert und die Werte der Kontrolle erreicht waren. In Makrophagen stieg die Menge der
ESBs kontinuierlich innerhalb der ersten Stunde nach tert-BOOH-Gabe auf etwa 65 OTM
an. AnschlieRend erfolgte ein rapider Abfall des OTM Wertes. Nach 240 min war ein
Hauptteil der Schaden repariert. Mit 30 OTM waren zu diesem Zeitpunkt in Makrophagen

weniger als die Halfte residualer ESBs vorhanden als in Monozyten (70 OTM).
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Abb. 3.7: Entstehung von ESBs in Monozyten, DCs und Makrophagen nach Behandlung mit
tert-BOOH. Bestimmung der ESBs erfolgte mittels alkalischer SCGE. Entstehung von ESBs in
Monozyten, DCs und Makrophagen nach Behandlung mit 400 uM tert-BOOH. *p<0.05, **p<0.01
und ***p<0.001 zum Vergleich von Monozyten zu DCs und Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte
mittels T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten.
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Die in Abb. 3.8 dargestellte neutrale SCGE zeigt, dass auch die Menge der induzierten
DSBs in Monozyten hdher war als in DCs und Makrophagen. Das Maximum war in DCs
nach 5 min, in Monozyten nach 10 min und in Makrophagen nach 30 min erreicht. Der
Abfall, und somit die Reparatur der DSBs, erfolgte in DCs und Makrophagen schneller als
in Monozyten, so dass 240 min nach Behandlung mit fert-BOOH die residuale Menge an

DSBs in Monozyten signifikant hoher war als in DCs und Makrophagen.

——- Monozyten
— —4—DCs
—¥— Makrophagen

B
S

0 T T T T T i F T T T
0 10 20 30 40 50 60 120 180 24

Zeit (min)

—
T

-
o
1

* K
*

Induzierte DSBs (OTM)

Abb. 3.8: Entstehung von DSBs in Monozyten, DCs und Makrophagen nach Behandlung mit
tert-BOOH. Bestimmung der DSBs erfolgte mittels neutraler SCGE. Induktion von DSBs in
Monozyten, DCs und Makrophagen nach Behandlung mit 400 uM tert-BOOH. *p<0.05 und
**p<0.01 zum Vergleich von Monozyten zu DCs und Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte
mittels T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten.

3.24 Bestimmung von yH2AX in Monozyten, DCs und Makrophagen nach tert-
BOOH

Zusatzlich zur neutralen SCGE erfolgte der Nachweis von DSBs Uber yH2AX, welches als
Biomarker flr DSBs genutzt wird (Kinner et al., 2008), mittels Immunfluoreszenz. Die in
Abb. 3.9 dargestellten reprasentativen LSM-Aufnahmen zeigen, dass 1 h nach tert-
BOOH-Behandlung in Monozyten ein intensives Signal von yH2AX zu beobachten war.

Hingegen war in DCs kein Signal und in Makrophagen nur ein schwaches Signal von
yH2AX zu erkennen.
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Abb. 3.9: yH2AX in Monozyten, DC und Makrophagen nach Behandlung mit tert-BOOH.
Reprasentative LSM-Aufnahmen der yH2AX-Farbung 1 h nach Behandlung mit 400 uM tert-BOOH.

tert-BOOH Kontrolle

Somit konnte das Ergebnis der neutralen SCGE, dass tert-BOOH einerseits DSBs
induziert und andererseits die Menge der DSBs in Monozyten hoher ist als in DCs und

Makrophagen, bestatigt werden.

3.2.5 DNA-Schadensantwort nach tert-BOOH-Behandlung in DCs und
Makrophagen

DNA-DSBs aktivieren eine DNA-Schadensantwort U(ber Aktivierung der beiden
Proteinkinasen ATR und ATM. Die beiden PI3-Kinasen ATR und ATM werden durch
Phosphorylierung als auch tiber Autophosphorylierung am Serin 428 bzw. am Serin 1981
aktiviert. Durch ATR/ATM erfolgt eine direkte Phosphorylierung der abwérts agierenden
Stresskinasen Chk1 und Chk2. Diese beeinflussen nicht nur den Zellzyklus in
replizierenden Zellen, sondern flhren uber Phosphorylierung von p53 und dessen
Inhibitors MDM2 auch zur Akkumulation von p53 in der Zelle, wobei p53 auch direkt durch
ATR und ATM phosphoryliert werden kann.

Durch Western Blot-Analysen wurde untersucht, welche Ereignisse vom DNA-Schaden
zur Induktion von Apoptose in Monozyten nach Behandlung mit tert-BOOH fihren. Hierflr
wurde die Phosphorylierung der Proteinkinasen ATM, ATR, Chk1 und Chk2 sowie die
Expression von p53 untersucht. In Monozyten erfolgte nach Behandlung mit 400 uM tert-
BOOH eine Aktivierung von ATM, ATR, Chk1 und Chk2 sowie eine Zunahme des p53
Proteins (Abb. 3.10).
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Abb. 3.10: DNA-Schadensantwort von Monozyten gegeniiber tert-BOOH.
Expression der Proteine pATRsers2s, PATMserios1, PChk1sesiz, pChk21es und  p53 in
Gesamtzellextrakten von Monozyten nach Behandlung mit 400 uM tert-BOOH nach 0, 1, 3, 6 und
12 h mittels Western Blot. Fir pATRseu2s, PATMserq9g1 Und p53 diente ERK2, fiir pChk1ge347 und
pChk2+es deren unphosphorylierte Formen Chk1 bzw. Chk2 als Ladekontrolle. (Das dargestellte
Experiment wurde unter Beriicksichtigung meiner Vorarbeiten von Dr. Michael Goldstein
durchgefiihrt).

Somit wurde in Monozyten durch tert-BOOH eine DNA-Schadensantwort (iber ATR-Chk1

sowie Uber ATM-Chk2 aktiviert, welche zu einer Akkumulation von p53 fihren.

Desweiteren sollte geklart werden, inwieweit tert-BOOH eine DNA-Schadensantwort in
DCs und Makrophagen induziert. Im Gegensatz zu Monozyten, war in DCs und
Makrophagen keine Aktivierung von ATR, ATM, Chk1 und Chk2 zu erkennen (Abb. 3.11).
In DCs erfolgte nach 1 und 3 h eine schwache Zunahme von p53, wobei nach 6 h die
Menge bereits wieder abnahm und nach 12h kein Signal detektierbar war. In
Makrophagen nahm die Expression des p53 Proteins nach Behandlung mit tert-BOOH
nicht zu (Abb. 3.11).
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Abb. 3.11: DNA-Schadensantwort von DCs und Makrophagen gegeniiber tert-BOOH.
Expression der Proteine pATRserass, PATMseros1, PChK1gerz17, PChk2tnes und  p53 in
Gesamtzellextrakten von DCs und Makrophagen nach Behandlung mit 400 uM tert-BOOH nach 0,
1, 3, 6 und 12 h mittels Western Blot. Fir pATRgera08, PATMser19g1 Und p53 diente ERK2, fir
pChk1ser317 Und pChk27,65 deren unphosphorylierte Formen Chk1 bzw. Chk2 als Ladekontrolle.

Die Western Blot-Analysen zeigten, dass in Monozyten eine starke und in DCs und
Makrophagen keine messbare DNA-Schadensantwort nach Behandlung mit tert-BOOH
erfolgt.

3.2.6 Untersuchung des apoptotischen Signalwegs nach tert-BOOH-Behandlung

in Monozyten

Im Folgenden wurden die molekularen Mechanismen der Apoptose in Monozyten anhand

des Fas-Rezeptors (FasR) sowie der Aktivierung von Caspasen untersucht.

Mittels semiquantitativer Endpunkt RT-PCR wurde die Expression der FASR mRNA in
Monozyten nach tert-BOOH-Behandlung analysiert. Diese zeigte, dass 3 h nach
Behandlung mit tert-BOOH in Monozyten die Menge der FASR-mRNA anstieg (Abb.
3.12). Dies bekraftigt die Beobachtung der p53-Akkumulation in Monozyten (Abb. 3.10),

da die Expression des FasR durch p53 reguliert wird.

110



Ergebnisse

Monozyten
0 1 3 6 12 Zeit (h)
— = - — " w——— [ASR

GAPDH

Abb. 3.12: Expression der FASR-mRNA in Monozyten nach Behandlung mit tert-BOOH.
Semiquantitative Endpunkt-RT-PCR der FASR mRNA in Monozyten gemessen 0, 1, 3, 6 und 12 h
nach Behandlung mit 400 uM tert-BOOH. GAPDH-PCR diente als Abgleich der eingesetzten RNA-
Menge.

Caspasen sind Cystein-Proteasen, welche in der Zelle als inaktive Proenzyme vorliegen
und durch Eigenproteolyse oder Spaltung durch andere Proteasen aktiviert werden. Zur
Bestimmung der Caspasen-Aktivitdt wurden Monozyten mit 400 uM tert-BOOH behandelt
und mittels Western Blot-Analysen die aktiven Formen (Spaltprodukte) der beiden
Initiatorcaspasen-8 und -9, sowie der zwei Effektorcaspasen 3 und 7 untersucht. Nach
tert-BOOH-Behandlung war in Monozyten eine Zunahme der aktiven Form der Caspase-
8, Caspase-9, Caspase-3 und der Caspase-7 zu beobachten (Abb. 3.13).

Monozyten
0 1 3 6 12 Zeit(h) 0 1 3 6 12 Zeit(h)
- e = Spaltprodukt Caspase-8 = = == == Spaltprodukt Caspase-3
ERK2 T —— [ RK2
—— ——— —— ——  <— Caspase 9 (49 kDa) === === Spaltprodukt Caspase-7
— == == == == < Spaltprodukte Caspase 9
(39/37 kDa) 2= ERK2

ERK2

Abb. 3.13: Beteiligung von Caspasen am Apoptose-Sighalweg in Monozyten nach
Behandlung mit tert-BOOH. Expression der gespaltenen Caspase-8, Caspase-9 , Caspase-3 und
Caspase-7 in Gesamtzellextrakten von Monozyten 0, 1, 3, 6 und 12 h nach Behandlung mit
400 uM tert-BOOH mittels Western Blot. ERK2 diente jeweils als Ladekontrolle. (Das dargestellte
Experiment wurde unter Bericksichtigung meiner Vorarbeiten von Dr. Michael Goldstein
durchgefihrt).

Dies deutet darauf hin, dass es sich in Monozyten nach tert--BOOH-Behandlung um eine

Caspasen-abhangige Form der Apoptose handelt.
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3.2.7 Untersuchung der Sensitivitat gegeniiber endogen gebildetem ROS

Zur Untersuchung der Frage, ob Monozyten auch gegentber endogen gebildetem ROS
sensitiv sind, wurden Monozyten sowie DCs und Makrophagen mit der oxidierten Form
des ,low density lipoproteins‘ (oxLDL) behandelt. OxLDL ist ein wichtiger patho-
physiologischer Ausloser von ROS und stellt einen bedeutenden Faktor flir die
Entwicklung von Atherosklerose dar. Die Aufnahme von oxLDL erfolgt in Monozyten, DCs
und Makrophagen Uber einen ,Scavenger-Rezeptor/LDL-Rezeptor-Komplex (Zingg et al.,
2000). Nach Aufnahme induziert oxLDL in der Zelle die Entstehung von ROS (Hsieh et al.,
2001). Zur Bestimmung der Sensitivitdt von Monozyten, DCs und Makrophagen
gegentber oxLDL wurden die Zellen mit 200 uyg/ml oxLDL und als Kontrolle mit der
gleichen Menge der nicht oxidierten nativen Form des LDL (nLDL) behandelt und nach
16 h Inkubation die induzierte Apoptose mittels AnnexinV/Pl-Assay
durchflusszytometrisch ermittelt. Die Daten in Abb. 3.14 zeigen, dass in Monozyten die
Menge der durch oxLDL induzierten Apoptose signifikant grofker war als in DCs und

Makrophagen, wahrend nLDL in keiner der Zellen vermehrt Apoptose induzierte (< 5%).
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Abb. 3.14: Sensitivitit von Monozyten, DCs und Makrophagen gegeniiber oxLDL. Induzierte
Apoptose 16 h nach Behandlung mit 200 ug/ml oxLDL und nLDL. Die Bestimmung erfolgte
durchflusszytometrisch mittels AnnexinV/Pl. **p<0.01 zum Vergleich von Monozyten zu DCs und
Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test.
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Um herauszufinden, ob die erhéhte Apoptose in Monozyten durch oxLDL auf einen Defekt
in der BER bzw. DNA-Einzelstrangbruchreparatur zuriickzufihren ist, wurde die Menge
der durch oxLDL induzierten ESBs mittels alkalischer SCGE bestimmt. nLDL diente
hierbei erneut als Kontrolle. Monozyten zeigten im Vergleich zu DCs und Makrophagen
eine signifikant hohere Rate an ESBs, die mit fortwahrender oxLDL-Behandlung zunahm
(Abb. 3.15). Im Vergleich dazu induzierte nLDL keine wesentliche Zunahme der ESB-
Bildung in den Zellen (Abb. 3.15).
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Abb. 3.15: Induktion von ESBs in Monozyten, DCs und Makrophagen nach Behandlung mit
oxLDL. Induktion von ESBs in Monozyten, DCs und Makrophagen nach Behandlung mit 200 ug/ml
oxLDL und nLDL mittels alkalischer SCGE. Dargestellt ist der Mittelwert von drei unabhangigen
Experimenten. *p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001 zum Vergleich von Monozyten zu DC und
Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test.

Die Experimente zeigten, dass Monozyten auch nach Behandlung mit einem patho-
physiologischem ROS-induzierenden Agens, wie oxLDL, vermehrt in die Apoptose gehen

und eine signifikant gréBere Menge an induzierten ESBs aufweisen als DCs und
Makrophagen.
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3.3 Untersuchung der BER-Reparaturkapazitat humaner
Monozyten, DCs und Makrophagen

tert-BOOH induzierte eine deutlich héhere Menge an ESBs in Monozyten als in DCs und
Makrophagen (siehe 3.2.3). Diese ESBs konnten einerseits direkt durch ROS generiert
werden, oder aber indirekt Uber Basenschaden aufgrund einer defekten oder Uberlasteten
BER verursacht werden. Daher wurde im Folgenden mittels in vitro Reparaturassay und
Western Blot-Analysen die BER, welche sowohl fur die Reparatur von Basenschaden als

auch fur die Reparatur von ESBs (ESBR) von Bedeutung ist, naher untersucht.

3.31 Bestimmung der BER-Kapazitat durch einen in vitro BER-Assay

Zur Bestimmung der BER-Kapazitat von Monozyten und daraus abgeleitete DCs und
Makrophagen wurde ein in vitro Reparaturassay (Parsons et al., 2005) durchgefihrt. In
dem durchgefiihrten Assay wurden Gesamtzellextrakte zusammen mit einem *°P-
markierten Oligonukleotid (ein 39 mer) inkubiert, welches eine AP-Stelle auf dem
markierten DNA Strang enthalt. Dies ist ein DNA-Schaden, der bevorzugt tber die ,short
patch’ BER repariert wird. Diese AP-Stelle wird von der APE gespalten, wodurch ein
19 mer entsteht. Durch anschlieRendes Anfugen eines Nukleotids durch die Polf} entsteht
ein 20 mer und durch Ligation durch den XRCC1/Ligase llla-Komplex wird das 20 mer
wieder zum 39 mer (Abb. 3.16).
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Abb. 3.16: Modell des in vitro BER-Assays. Schematische Darstellung der Spaltprodukte
wahrend des in vitro BER-Assays.

Diese Spaltprodukte wurden nach Denaturierung der dsDNA zu ssDNA mittels 20%
PAGE aufgetrennt und mittels Autoradiographie sichtbar gemacht. Abb. 3.17 zeigt, dass
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sowohl DCs als auch Makrophagen fahig waren, eine AP-Stelle innerhalb einer Stunde zu
reparieren. Hingegen war in Monozyten zwar eine Spaltung der AP-Stelle (19mer) sowie
ein Anfigen eines Nukleotids durch die PolB zu erkennen (20mer). Jedoch fand keine

Ligation der Fragmente statt, was durch den XRCC1/Ligase Illa. Komplex erfolgt.

g Monozyten DCs Makrophagen

® 0 510306090 0 5 1030 6090 0 5 10 30 60 90 (min)
e - e — SR - 39mer
- - -

—20mer

Abb. 3.17: Bestimmung der BER-Kapazitit von CD34" Stammzellen, Monozyten, DCs und
Makrophagen mittels in vitro BER-Assay. 20% PAGE der Reaktionen von CD34" Stammzellen,
Monozyten, DCs und Makrophagen nach 0, 5, 10, 30, 60 und 90 min Inkubation. Es wurden je 8 ug
Gesamtproteinextrakt pro Reaktion eingesetzt.

Dies zeigte sich auch bei der Quantifizierung des 39mers. Nach einer Abnahme der
39mer Menge nach 30 min kam es in Monozyten nicht zur Religation und somit nicht zu
einer signifikanten Zunahme des 39 mers nach einer Stunde, wie es in DCs und
Makrophagen zu beobachten war (Abb. 3.18). Die relative Menge des 39 mers nahm in

Monozyten sogar noch weiter ab (Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: Quantifizierung der Religationskapazitit von CD34" Stammzellen, Monozyten,
DCs und Makrophagen wahrend des in vitro BER-Assays. Quantifizierung der 39 mer Bande
nach 0, 30 und 60 min Inkubation. Kontrolle (O min) wurde gleich 1 gesetzt. *p<0.05 zum Vergleich
von Monozyten zu DCs und Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist
der Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten.

Zusatzlich wurde auch die BER-Kapazitat von CD34" hamatopoetischen Stammzellen,
den Vorlauferzellen der Monozyten, bestimmt. CD34" Stammzellen sind die
Vorlauferzellen aller Leukozyten. Aus ihnen entwickelt sich ein gemeinsamer myeloider
Vorlaufer aus dem anschlieend Monozyten hervorgehen. Daher stellt sich die Frage, ob
auch CD34" Stammzellen als Vorlaufer der Monozyten eine verminderte BER-Kapazitat
aufweisen oder dies charakteristisch fur den Differenzierungsgrad der Monozyten ist.
Sowohl die in Abb. 3.19 A dargestellte Auftrennung der Spaltprodukte als auch die in Abb.
3.19 B dargestellte Quantifizierung des 39 mers zeigt, dass im Gegensatz zu Monozyten

CD34" Stamzellen fahig waren eine AP-Stelle innerhalb einer Stunde zu reparieren.
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Abb. 3.19: Bestimmung der BER-Kapazitit von CD34" Stammzellen im Vergleich zu
Monozyten mittels in vitro BER-Assay. (A) 20% PAGE der Reaktionen von CD34" Stammzellen
und Monozyten nach 0, 5, 10, 30, 60 und 90 min Inkubation. Es wurde je 8 ug
Gesamtproteinextrakt pro Reaktion eingesetzt. (B) Quantifizierung der 39 mer Bande nach 0, 30
und 60 min Inkubation. Kontrolle (0 min) wurde gleich 1 gesetzt. **p<0.01 zum Vergleich von
Monozyten zu CD34" Stammzellen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist der
Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten.

Im Vergleich von CD34" Stammzellen, Monzyten, DCs und Makrophagen zeigen somit
nur die Monozyten einen Defekt in der Reparatur der AP-Stelle und somit in der ,short-
patch’BER.

3.3.2 Expression von Proteinen der BER

Vorangegangene Untersuchungen haben gezeigt, dass mit XRCC1 und Ligase llla
Proteine der BER wahrend der Differenzierung von Monozyten in DCs hochreguliert

werden (Briegert and Kaina, 2007). Um die Expression weiterer Proteine der BER zu
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betrachten, wurden in Western Blot-Analysen die Proteinspiegel verschiedener BER-
Proteine in Monozyten, DCs und Makrophagen untersucht. In Abb. 3.20 A sind
reprasentative Western Blot-Analysen dargestellt, die zeigten, dass die BER-Proteine
APE, MPG, Pol 8, Fen-1 und auch PCNA in Monozyten, DCs und Makrophagen in
gleicher Intensitat exprimiert wurden. Die Expression der Glykosylase OGG1, sowie der
Ligase | nahm hingegen wahrend der Ausreifung von Monozyten zu DCs und
Makrophagen zu. Das Ligase| Protein war in Monozyten nicht und in DCs und
Makrophagen nur sehr schwach detektierbar. Eine starke Induktion war hingegen nach
Ausreifung der Monozyten zu DCs und Makrophagen von den Proteinen XRCC1,
Ligase llla und PARP-1 zu beobachten (Abb. 3.20 A, B).
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Abb. 3.20: Expression von BER-Proteinen in Monozyten, DCs und Makrophagen. (A)
Expression der Proteine APE, MPG, OGG1, Pol B, PARP-1, XRCC1, Lig llla, Fen-1, PCNA und
Lig I in Gesamtzellextrakten von Monozyten, DCs und Makrophagen mittels Western Blot. (B)
Western Blot-Analyse der Proteine XRCC1, Ligllle und PARP-1 in Gesamtzellextrakten von
CD34" hamatopoetischen Stammzellen im Vergleich zu Monozyten, DCs und Makrophagen. ERK2
diente jeweils als Ladekontrolle.

Ein Vergleich von CD34" hamatopoetische Stammzellen mit Monozyten, DCs und

Makrophagen zeigte, dass Stammzellen als Vorlauferzellen der Monozyten die Proteine
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XRCCH1, Ligase llla. und PARP-1 sogar starker exprimierten als DCs und Makrophagen
(Abb. 3.20 B).

Auf Ebene der mRNA hingegen erfolgte lediglich eine Zunahme der XRCC1 und PARP-1
mRNA wahrend der Ausreifung von Monozyten zu DCs und Makrophagen (Abb. 3.21).
Die Menge der LIG /lla mRNA war in den drei Zellpopulationen gleich (Abb. 3.21).
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Abb. 3.21: Bestimmung der mRNA Menge der BER-Proteine XRCC1, Ligase llla. und PARP-1
in Monozyten, DCs und Makrophagen. Semiquantitative Endpunkt-RT-PCR (B) und
Semiquantitative Real-Time-RT-PCR Analyse (C) der XRCC1, LIG llla und PARP-1 mRNA in
Monozyten, DCs und Makrophagen. ACTB-PCR diente jeweils als Abgleich der eingesetzten RNA-
Menge. **p<0.01 und ***p<0.001 zum Vergleich von Monozyten zu DC und Makrophagen. Die
Bestimmung erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von zwei unabhangigen
Experimenten.

Es wurde gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor E2F-1 die Expression von XRCC1
induzieren kann (Chen et al., 2008; Li et al., 2008; Jin et al., 2011). Daher wurde auch die
Expression von E2F-1 in Monozyten, DCs und Makrophagen mittels Western Blot-
Analysen untersucht. Die E2F-1 Expression war in Monozyten nicht detektierbar und
nahm wahrend der Ausreifung von Monozyten in DCs und Makrophagen stark zu (Abb.
3.22). Ein weiterer bekannter XRCC1-induzierender Transkriptionsfaktor ist FoxM1 (Tan
et al., 2007). Dieser war jedoch in keiner der drei Zellpopulationen nachweisbar (Abb.
3.22). Ein weiterer Transkriptionsfaktor, der die BER in vitro stimulieren kann, ist p53. Die
Western Blot-Analyse zeigte eine starke Zunahme des p53 Proteins wahrend der

Ausreifung von Monozyten in DCs und Makrophagen (Abb. 3.22).
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Abb. 3.22: Expression von an der Regulation von BER-Proteinen beteiligten
Transkriptionsfaktoren in Monozyten, DCs und Makrophagen. Analyse der Proteinexpression
der Transkriptionsfaktoren E2F-1, FoxM1 und p53 in Monozyten, DCs und Makrophagen. ERK2
diente jeweils als Ladekontrolle.

Zusammengafasst zeigten die Untersuchungen, dass die Expression der BER-Proteine
XRCCH1, Ligase llla und PARP-1 sowie der Transkriptionsfaktoren E2F-1 und p53 in
Monozyten nicht nachweisbar war und im Zuge der Ausreifung von Monozyten zu DCs

und Makrophagen induziert wurde.

3.3.3 Bestimmung der 8-oxoG-Spaltungsaktivitit in Monozyten, DCs und
Makrophagen

OGG1 prozessiert spezifisch die oxidative DNA-Lasion 8-oxoG. Zur Bestimmung der
OGG1 Aktivitat wurde in vitro die Fahigkeit von Monozyten und daraus abgeleiteten DCs
und Makrophagen gemessen 8-oxoG, welches auf einem **P-markiertem Oligonukleotid
enthalten ist, spezifisch zu erkennen und an dieser Stelle die DNA zu schneiden. Die 8-
oxoG DNA Glykosylase FPG (Formamidopyrimidine [fapy]-DNA Glykosylase) aus E.coli
wurde dabei als Positiv-Kontrolle verwendet. Die Spaltprodukte wurden nach
Denaturierung der dsDNA zu ssDNA mittels 20% PAGE aufgetrennt und mittels
Autoradiographie visualisiert (Abb. 3.23 A). In Monozyten, wie auch DCs und
Makrophagen war ein Spaltprodukt nach 60 min Inkubation nachweisbar. Die
Quantifizierung dieses Spaltprodukts zeigte, dass Monozyten eine zu Makrophagen
vergleichbare und eine signifikant héhere 8-oxoG Spaltungsaktivitat aufweisen als DCs
(Abb. 3.23 B).
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Abb. 3.23: Bestimmung der 8-oxoG-Spaltungsaktivitit mittels in vitro Assay. (A) 20% PAGE
der Reaktionen von FPG Protein (Positiv-Kontrolle), Monozyten, DCs und Makrophagen nach 0
und 60 min Inkubation. (B) Quantifizierung der 17mer Bande nach 60 min Inkubation. Monozyten
wurden gleich 1 gesetzt. Dargestellt ist der Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten.
**p<0.01 zum Vergleich von Monozyten zu DCs und Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte
mittels T-Test.

3.3.4 Expression von XRCC1, Ligase llla und PARP-1 wahrend der

Differenzierung von Monozyten zu DCs und Makrophagen

Die Western Blot-Analysen zeigten bislang eine verstarkte Expression der Proteine
XRCCH1, Ligase llla. und PARP-1 nach Ausreifung humaner Monozyten in DCs und
Makrophagen (siehe 3.3.2). Zu welchem Zeitpunkt der DC- und Makrophagen-Reifung die
einzelnen Proteine hochreguliert werden und ob dies in einer bestimmten Reihenfolge

erfolgt ist unklar.

DC-Ausreifung: Western Blot-Analysen zeigten, dass wahrend der Ausreifung von
Monozyten zu DCs durch die Zytokine IL-4 und GM-CSF die Induktion der

Proteinexpression von XRCC1, Ligase llla. und PARP-1 zu vergleichbaren Zeitpunkten

erfolgte (Abb. 3.24). Nach 3 Tagen war jeweils ein schwaches Signal detektierbar,
welches nach 6 und 8 Tagen deutlich verstarkt war. Dies galt auch fur p53. Eine Zunahme

des Transkriptionsfaktors E2F-1 war hingegen erst nach 6 Tagen zu erkennen.
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Abb. 3.24: Expression von BER-Proteinen wahrend der Ausreifung von Monozyten zu DCs.
Expression der Proteine XRCC1, Lig llla, PARP-1, E2F-1 und p53 in Gesamtzellextrakten von
Monozyten nach Stimulation mit IL-4 und GM-CSF nach 0, 1, 2, 3, 6 und 8 Tagen nachgewiesen
mittels Western Blot. ERK2 diente jeweils als Ladekontrolle.

Makrophagen-Ausreifung: Die durch GM-CSF induzierte Differenzierung von Monozyten
in Makrophagen war bereits nach 6 Tagen abgeschlossen. Somit bendétigten
Makrophagen 2 Tage weniger zur Ausreifung als DCs, die 8 Tage bendétigen. Auch die
Hochregulation der Proteinexpression erfolgte wahrend der Differenzierung von
Makrophagen im Vergleich zur DC-Ausreifung schneller (Abb. 3.25). Die Induktion der
Proteine XRCC1 und Ligase llla erfolgte bereits nach 2 Tagen, von PARP-1 nach
3 Tagen, wobei die jeweilige Intensitat wahrend der Ausreifung noch weiter anstieg. p53
wurde, wie auch XRCC1 und Ligase llla, bereits nach 2 Tagen deutlich exprimiert. Die
Hochregulation des Transkriptionsfaktors E2F-1 erfolgte auch wahrend der
Differenzierung von Makrophagen spater. Nach 3 Tagen war eine schwache, nach 6

Tagen dann eine deutliche Zunahme zu erkennen.
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Abb. 3.25: Expression von BER-Proteinen wahrend der Ausreifung von Monozyten zu
Makrophagen. Expression der Proteine XRCC1, Lig llla, PARP-1, E2F-1 und p53 in
Gesamtzellextrakten von Monozyten nach Stimulation mit GM-CSF nach 0, 1, 2, 3 und 6 Tagen
nachgewiesen mittels Western Blot. ERK2 diente jeweils als Ladekontrolle.

3.4 Einfluss des BER-Defekts auf die immunstimulatorische
Funktion von Monozyten

Wahrend einer Immunreaktion kommt es zur Ausschittung von Zytokinen, die
entscheidend fur die Regulation der Immunantwort sind. Zytokine sind kleine I6sliche
Proteine, welche das Wachstum und die Differenzierung von Zellen beeinflussen.
Monozyten und Makrophagen produzieren sowohl pro- als auch anti-inflammatorische
Zytokine. Um herauszufinden, ob der BER- und ESBR-Defekt in Monozyten diese
Fahigkeit beeinflusst, wurden Monozyten und Makrophagen mit LPS, das auf der
aulleren Membran gramnegativer Bakterien enthalten ist, stimuliert. Anschliel’end
wurde die Ausschuttung der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1 und TNFa und des
anti-inflammatorischen Zytokins TGF-B mittels ELISA bestimmt. In Monozyten
reduzierte eine Vorbehandlung mit tert-BOOH die Ausschuttung der drei analysierten
Zytokine (Abb. 3.26).
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Abb. 3.26 : Einfluss von tert-BOOH auf die durch LPS induzierte Produktion der Zytokine IL-
1, TNFa und TGF-f in Monozyten. Monozyten wurden mit 400 yM tert-BOOH behandelt und
nach 24 h mit 50 ng/ml LPS stimuliert. Nach weiteren 24 h wurde die Menge der ausgeschiitteten
Zytokine IL-1, TNFo und TGF-R mittels ELISA bestimmt und mit der im WST-Assay bestimmten
Zellvitalitat verrechnet. Dargestellt ist der Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten.

In Makrophagen war hingegen nach Vorbehandlung mit tert--BOOH eine Steigerung
der an das Medium abgegebenen Zytokinmenge zu beobachten (Abb. 3.27).
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Abb. 3.27: Einfluss von tert-BOOH auf die durch LPS induzierte Produktion der Zytokine IL-
1, TNFa und TGF-B in Makrophagen. Makrophagen wurden mit 400 uM tert-BOOH behandelt
und nach 24 h mit 50 ng/ml LPS stimuliert. Nach weiteren 24 h wurde die Menge der
ausgeschitteten Zytokine IL-1, TNFa und TGF-R mittels ELISA bestimmt und mit der im WST-
Assay bestimmten Zellvitalitdt verrechnet. Dargestellt ist der Mittelwert von drei unabhangigen
Experimenten.

Dies zeigt, dass in Monozyten die Ausschittung pro- und anti-inflammatorischer
Zytokine durch oxidativen Stress beeintrachtigt war. Hingegen zeigten Makrophagen

eine Steigerung der Zytokinproduktion nach oxidativem Stress.
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3.5 Sensitivitit von Monozyten, DCs und Makrophagen
gegenuber IR

Wie ROS induziert auch IR Basenschaden, ESBs und DSBs in der DNA. Induzierte
Basenschaden und ESBs werden Uber die BER prozessiert und entfernt. Die Reparatur
der DSBs kann in Monozyten, DCs und Makrophagen prinzipiell nur Gber das NHEJ
erfolgen, da die Zellen nicht replizieren und NHEJ in der GO/G1-Phase des Zellzyklus

dominiert.

3.5.1  Apoptoseinduktion in Monozyten, DCs und Makrophagen nach IR

Zur Untersuchung der Sensitivitdt von Monozyten, DCs und Makrophagen gegenulber IR
wurde die durch Bestrahlung induzierte Apoptose durch Messung der SubG1-Fraktion
durchflusszytometrisch bestimmt. Dies erfolgte sowohl dosisabhdngig 48 h nach
Bestrahlung (Abb. 3.28 A) als auch zeitabhangig nach Bestrahlung mit 5 Gy (Abb. 3.28
B).
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Abb. 3.28: Sensitivitat von Monozyten, DCs und Makrophagen gegeniiber IR. Quantifizierung
apoptotischer subG1-Zellen 48 h nach Bestrahlung mit unterschiedlichen Dosen IR (A), sowie nach
unterschiedlichen Zeitpunkten nach Bestrahlung mit 5 Gy (B). *p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001
zum Vergleich von Monozyten zu DCs und Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test.
Dargestellt ist der Mittelwert von sechs (A) bzw. vier (B) unabhangigen Experimenten.

Beide Messungen zeigten eine Zunahme der SubG1-Fraktion in Monozyten und somit
eine dosis- und zeitabhangige Apoptoseinduktion nach IR. Die induzierte Apoptoserate

war in Monozyten zu jedem Messpunkt signifikant gré3er als in DCs und Makrophagen. In
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DCs erfolgte nach Bestrahlung nur eine geringe und in Makrophagen keine Zunahme der
Apoptose (Abb. 3.28 A und B).

3.5.2 Entstehung von ESBs und DSBs in Monozyten, DCs und Makrophagen
nach IR

Um zu Uberprifen, ob die erhdhte Sensitivitdt der Monozyten gegeniber IR auf einen
héheren DNA-Schaden und somit auf einen Reparaturdefekt zurlickzuflihren ist, wurde
die Menge der IR-induzierten Basenschaden, ESBs und DSBs sowie deren Reparatur
mittels SCGE untersucht. Mittels der alkalischen SCGE erfolgte die Bestimmung der
durch IR induzierten ESBs. Dabei werden nicht nur die direkt induzierten ESBs detektiert,
sondern auch indirekt gebildete ESBs, die wahrend der Reparatur von Basenschaden
durch die BER als Reparaturintermediate generiert werden. Die Menge der durch IR
induzierten DSBs wurde durch die neutrale SCGE bestimmt. Die Zellen wurden mit
unterschiedlichen Dosen bestrahlt und anschliefend sofort der SCGE unterzogen.
Sowohl ESBs als auch DSBs nahmen in allen drei Zelltypen mit steigender Strahlendosis
zu (Abb. 3.29 A und B). Die induzierte Menge der ESBs in Monozyten war im niedrigen
Strahlendosisbereich (1 und 2 Gy) signifikant geringer als in DCs und Makrophagen. Nach
Bestrahlung mit héheren Dosen IR (5 und 7 Gy) war hingegen die induzierte Menge der
ESBs vergleichbar hoch (Abb. 3.29 A).
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Abb. 3.29: Entstehung von ESBs und DSBs in Monozyten, DCs und Makrophagen nach IR.
ESBs wurden mittels alkalischer, DSBs mittels neutraler SCGE bestimmt. Induzierte ESBs (A) und
DSBs (C) direkt nach Bestrahlung mit unterschiedlichen Dosen IR. ). *p<0.05, **p<0.01 und
***p<0.001 zum Vergleich von Monozyten zu DCs und Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte
mittels T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von mindestens drei unabhangigen Experimenten.
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Die Menge der induzierten DSBs war in Monozyten Uber den gesamten Dosisbereich
signifikant hoher als in DCs und Makrophagen und bereits bei einer Dosis von 2 Gy in der
Sattigung (Abb. 3.29 B).

Zur Ermittlung der Reparatur der ESBs und DSBs wurden die Zellen mit 2 Gy bestrahlt
und nach entsprechender Zeit jeweils eine SCGE durchgefihrt. Abb. 3.30 zeigt, dass die
durch IR induzierten ESBs in Monozyten, DCs und Makrophagen in vergleichbarer Zeit

prozessiert und entfernt wurden.
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Abb. 3.30: Reparatur von IR-induzierten ESBs in Monozyten, DCs und Makrophagen.
Relative Menge der induzierten ESBs, bestimmt mittels alkalischer SCGE, zeitabhangig nach

Bestrahlung mit 2 Gy. Dargestellt ist der Mittelwert von mindestens drei unabhangigen
Experimenten.

Die in Abb. 3.31 dargestellte neutrale SCGE zeigt, dass die Reparatur der DSBs in
Monozyten im Vergleich zu DCs und Makrophagen langsamer erfolgte. Die relative
Menge der DSBs war bis 120 min nach Bestrahlung immer signifikant héher als in DCs
und Makrophagen. Nach 20 min konnten in DCs und Makrophagen etwa 50% der DSBs
repariert werden. In Monozyten hingegen wurden zu diesem Zeitpunkt lediglich 10% der
induzierten DSBs entfernt. Nach 4 h konnten die Monozyten etwa 60%, DCs etwa 70%

und Makrophagen etwa 80% der induzierten DSBs prozessieren.
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Abb. 3.31: Reparatur von IR-induzierten DSBs in Monozyten, DCs und Makrophagen.
Relative Menge der induzierten DSBs, bestimmt mittels neutraler SCGE, zeitabhangig nach
Bestrahlung mit 2 Gy. *p<0.05, **p<0.01 und ***p<0.001 zum Vergleich von Monozyten zu DCs
und Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von
mindestens drei unabhangigen Experimenten.

3.5.3 Bestimmung von yH2AX in Monozyten, DCs und Makrophagen nach IR

Zur Bestatigung des Ergebnisses der neutralen SCGE erfolgte der Nachweis von yH2AX
nach Bestrahlung mit 5Gy in Monozyten, DCs und Makrophagen mittels
Immunfluoreszenz. Die in Abb. 3.32 dargestellten reprasentativen LSM-Aufnahmen
zeigen, dass bereits 30 min nach Bestrahlung ein yH2AX-Signal in Monozyten, DCs und
Makrophagen zu erkennen war. Das Signal war in Monozyten intensiver als in DCs und
Makrophagen und deutet somit auf eine gréRere Menge an DSBs in Monozyten hin. In
DCs und Makrophagen war nach 120 und 240 min eine deutliche Abnahme des yH2AX-
Signals zu beobachten. Nach 240 min war die Signalintensitat auf Ebene der Kontrolle
und somit alle induzierten DSBs repariert. In Monozyten hingegen war die Abnahme der
Signalintensitat schwacher und auch nach 240 min, im Vergleich zur Kontrolle, noch ein

starkeres yH2AX-Signal vorhanden.
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Abb. 3.32: Entstehung von yH2AX-Foci in Monozyten, DCs und Makrophagen nach IR.
Reprasentative LSM-Aufnahmen der yH2AX-Farbung nach Bestrahlung mit 5 Gy nach
unterschiedlichen Zeitpunkten.

Auch die Quantifizierung der Signalintensitat von yH2AX zeigte, dass das yH2AX-Signal in
Monozyten nach 30, 120 und 240 min signifikant héher war als in DCs und Makrophagen
(Abb. 3.33). Dies lasst, wie auch die neutrale SCGE (siehe 3.5.2), sowohl eine durch IR
héhere induzierte DSB Menge als auch eine eingeschrankte Reparatur der DSBs in

Monozyten vermuten.
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Abb. 3.33: Relative Signalintensitat von yH2AX in Monozyten, DCs und Makrophagen nach
IR. Durchschnittliche Fluorszenzintensitat des yH2AX-Signals, dargestellt in Abb. 3.31. **p<0.01
und ***p<0.001 zum Vergleich von Monozyten zu DCs und Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte
mittels T-Test.

3.6 Untersuchung der DSB-Reparaturkapazitat

Die in Monozyten nicht exprimierten Proteine PARP-1, XRCC1 und Ligase llla sind nicht
nur an der ,short-patch’ BER beteiligt (Dianov et al., 2001), sondern bilden zusammen
auch den Reparaturapparat des B-NHEJ (Audebert et al., 2004). Dies lasst vermuten,
dass in Monozyten ohne die Proteine PARP-1, XRCC1 und Ligase llla. die DSB-Reparatur
Uber das B-NHEJ nicht funktionieren kann. Aufgrund des BER-Defekts in Monozyten
sollte es jedoch durch nicht reparierte und in Uberlappenden Bereichen liegenden
Reparaturintermediaten vermehrt zur Bildung von DSBs kommen, wie es auch nach
Behandlung mit tert-BOOH und IR in Monozyten zu beobachten war (siehe 3.3.2 und
3.5.3). Die Reparatur von DSBs in Monozyten, aber auch in DCs und Makrophagen, kann
nicht durch die HR erfolgen, da diese lediglich in der S- und G2-Phase des Zellzyklus
stattfindet (Takata et al., 1998), die untersuchten Zellen aber nicht proliferieren und in der
G1-Phase des Zellzyklus arretiert sind. In nicht replizierenden Zellen ist das NHEJ fir die

Reparatur von DSBs verantwortlich. Der tberwiegende Teil der DSBs wird Uber die C-
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NHEJ repariert, dessen Reparaturapparat durch die Proteine DNA-PKcs, Ku70, Ku80,
XRCC4 und Ligase IV gebildet wird.

3.6.1  Expression von Proteinen des C-NHEJ

Zur Untersuchung der Frage, ob neben den Proteinen der B-NHEJ (PARP-1, XRCC1 und
Ligase llla) auch Proteine des C-NHEJ nicht exprimiert werden, wurde mittels
Western Blot-Analyse die Expression der Proteine DNA-PKcs, Ku70, Ku80, XRCC4 und
Ligase IV in Monozyten, DCs und Makrophagen untersucht. DCs und Makrophagen
exprimieren die genannten C-NHEJ Proteine. Monozyten zeigten zwar die Expression der
Proteine Ku70, Ku80, XRCC4 und Ligase IV, nicht jedoch die von DNA-PKcs (Abb. 3.34).
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Abb. 3.34: Expression von C-NHEJ-Proteinen in Monozyten, DCs und Makrophagen.
Western Blot-Analyse der C-NHEJ Proteine DNA-PKcs, Ku70, Ku80, XRCC4 und Lig IV in
Gesamtzellextrakten von Monozyten, DCs und Makrophagen. ERK2 diente jeweils als
Ladekontrolle.

Auch auf Ebene der RNA zeigte sowohl die in Abb. 3.35 A dargestellte semiquantitative
Endpunkt-RT-PCR als auch die in Abb. 3.35 B gezeigte semiquantitative Real-Time-RT-
PCR, dass Monozyten signifikant weniger DNA-PKCS exprimierten als DCs und
Makrophagen.
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Abb. 3.35: Bestimmung der mRNA Menge von DNA-PKcs in Monozyten, DCs und
Makrophagen. Semiquantitative Endpunkt-RT-PCR (A) und semiquantitative Real-Time RT-PCR
(B) der DNA-PKCS mRNA in Monozyten, DC und Makrophagen. ACTB-PCR diente jeweils als
Abgleich der eingesetzten RNA-Menge. ***p<0.001 zum Vergleich von Monozyten zu DCs und
Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von zwei
unabhangigen Experimenten.

Somit fehlte Monozyten neben der Expression der Proteine PARP-1, XRCC1 und
Ligase llla, welche fur das B-NHEJ bendtigt werden, auch die Expression des fur das C-

NHEJ bendtigten Proteins DNA-PKcs.

3.6.2 Bestimmung der DNA-PK-Aktivitidt in Monozyten, DCs und Makrophagen

Zur Bestatigung der Expressionsanalysen wurde die enzymatische DNA-PK-Aktivitat in

Monozyten, DCs und Makrophagen sowohl basal als auch nach Bestrahlung mit 4 Gy IR
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bestimmt. Die Bestrahlung diente dabei zur Generierung von DSBs, was zur Aktivierung
der DNA-PK (Holoenzym aus DNA-PKcs, Ku70 und Ku80) flhrte. Monozyten zeigten
weder basal noch nach Bestrahlung eine messbare DNA-PK-Aktivitat. Hingegen konnte in
DCs und Makrophagen bereits basal eine signifikant hohere Aktivitat der DNA-PK

bestimmt werden, die nach Bestrahlung nochmals signifikant zunahm (Abb. 3.36).
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Abb. 3.36: Bestimmung der DNA-PK-Aktivitat in Monozyten, DCs und Makrophagen. DNA-
PK-Aktivitat in Proteinextrakten von Monozyten, DCs und Makrophagen unbehandelt und nach
Bestrahlung mit 4 Gy IR. **p<0.01 und ***p<0.001 zum Vergleich von Monozyten zu DCs und
Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von drei

unabhangigen Experimenten.

3.7 Expressionsanalyse von weiteren gentoxischen ,Stress‘-
Genen in Monozyten, DCs und Makrophagen

Um herauszufinden, ob bei der Differenzierung von Monozyten zu DCs und Makrophagen
die Expression noch weiterer DNA-Reparaturgene reguliert wird, wurde ein PCR-Array
durchgeflihrt. Dieser auf Real-Time RT-PCR basierende PCR-Array enthielt neben zwei
Kontrollen 83 Gene der Gruppen ,Zellzyklus/Zelltod®, ,DNA-Schadensantwort® und ,Stress
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Signaling®. Eine Liste der untersuchten Gene befindet sich in Kapitel 6.2. Es wurden
Expressionsprofile von Monozyten und daraus abgeleiteten DCs und Makrophagen von
zwei verschiedenen Spendern erstellt, welche in Kapitel 6.3 zusammengefasst sind.
Dabei wurden nur Gene, deren mRNA-Menge in DCs und Makrophagen um das 2-fache

von der mMRNA-Menge in Monozyten abweicht, als reguliert angesehen.

Lediglich in Makrophagen wurden die Gene CD44 (IF = 2,77+1,21), GPX1 (IF = 2,1+1,01;
Glutathion-Peroxidase 1), HIF-1A (IF = 2,96+1,58; Hypoxia-inducible factor-10) und
OGG1 (IF = 2,36%1,04) induziert sowie die Gene FASL (IF = 0,33+0,14; Fas-Ligand),
HMOX1 (IF = 0,41+0,17; Hadmoxygenase 1), HSP90 (IF = 0,35x0,2; Heatshock protein
90), IL-6 (IF = 0,16%0,16; Interleukin-6) und RHOB (IF = 0,46+0,27, Ras homolog gene

family, member B) reprimiert.

Nur in DCs erfuhren die Gene BIRC3 (IF = 3,16+2,95; baculoviral IAP repeat containing
3), DDB2 (IF = 2,08+0,58; DNA-damage binding protein 2, XPE), FASL (IF = 2,74+3,46),
LIG IV (IF = 2,22+0,46; Ligase 1V), POLE (IF = 2,67+1,21; DNA-Polymerase epsilon),
P53 (IF = 2,11+0,82, Tumor Protein 53) und TIAM1 (IF = 2,69+1,08; T-cell lymphoma
invasion and metastasis 1) eine Induktion sowie die Gene LIG I (IF = 0,54%1,87; Ligase |)
und REV3L (IF = 0,49+0,1; REV3-like, catalytic subunit of DNA polymerase zeta) eine

Repression.

Die Expression der Gene, welche sowohl in DCs als auch in Makrophagen beider
Spender im Vergleich zu Monozyten gleichermalen reguliert wurden, also in beiden
Fallen induziert oder reprimiert wurden, wurde anschlieBend mittels semiquantitativer
Real-Time RT-PCR verifiziert. In Abbildung 3.37 sind die Ergebnisse der PCR-Analysen

fur beide Spender zusammengefasst dargestellt.
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Abb. 3.37: Verifizierung von regulierten Genen des PCR-Arrays von Monozyten im Vergleich
zu DCs und Makrophagen. Mittelwerte der Semiquantitative Real-Time-RT-PCR Analysen der
mRNA beider Spender aller im PCR-Array regulierter Gene in Monozyten, DCs und Makrophagen.
Dargestellt sind die jeweiligen relativen mRNA-Mengen in DCs und Mph im Vergleich zu
Monozyten (IF = 1). ACTB-PCR diente jeweils als Abgleich der eingesetzten RNA-Menge. Generell
werden solche Gene als reguliert betrachtet, deren mRNA-Menge um das 2-fache von der
jeweiligen Kontrolle abweicht (gekennzeichnet durch die rote Linie bei 2 bzw. 0,5). *: Gene, die fur
Proteine der BER kodieren.

Die im PCR-Array beobachtete Regulation der Gene ATG3 (IF DC = 1,06+0,14; IF Mph =
1,4510,48; Autophagy-related 3), CDKN 1B (IF DC = 1,68+0,55; IF Mph = 1,71+0,44;
Cyclin dependent kinase inhibitor 1B, p27) und XPA (IF DC = 0,63%+0,09; IF Mph =
0,57+0,2; Xeroderma pigmentosum, Komplementationsgruppe A) konnte mittels der Real-

Time PCR-Analyse nicht bestatigt werden.

Das einzige reprimierte Gen in DCs und Makrophagen war das Gen FOS (IF DC =
0,42+0,04; IF Mph = 0,27+0,1; engl. FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog).
Dieses kodiert fir das c-Fos Protein, das mit dem c-Jun Protein zum Transkriptionsfaktor
AP-1 dimerisiert, welcher die Expression vieler an Proliferation und Differenzierung

beteiligter Gene reguliert.
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Insgesamt fallt auf, dass die Expression fast aller regulierten Gene wahrend der

Differenzierung von Monozyten zu DCs und Makrophagen zunahm. Zur Gruppe dieser

induzierten Gene zahlten folgende Gene:

Zellzyklus/Zelltod®

BECN1 (IF DC= 1,93+0,23; IF Mph = 2,89+1,02; Beclin1)
CASP2 (IF DC= 6,65+2,69; IF Mph = 3,55+0,91; Caspase 2)
CCNA1 (IF DC= 72,06+38,1; IF Mph = 29,08+15,14; Cyclin A1)
CCNB1 (IF DC= 4,7644,07; IF Mph = 2,04+0,55; Cyclin B1)

CDC25B (IF DC= 2,5810,89; IF Mph = 1,78%0,17; Cell division cycle 25 homolog
B)

CDKN1A (IF DC= 15,68+2,53; IF Mph = 13,18+2,67; Cyclin dependent kinase
inhibitor 1A, p21)

CHK1 (IF DC= 7,42+2,09; IF Mph = 6,82+2,56; Cell cycle checkpoint kinase 1)
PTEN (IF DC= 3,22+0,65; IF Mph = 3,64+2,13; Phosphatase and tensin homolog)

,LDNA-Schadensantwort"”

APE (IF DC= 2,93+1,11; IF Mph = 3,23%1,47; Apurinic/apyrimidinic
endonuclease1)

PARP-1 (IF DC=6,19+0,77; IF Mph = 4,26+0,76)

FANCC (IF DC= 3,09+0,37; IF Mph = 2,98+0,55; Fanconi-Protein,
Komplementationsgruppe C)

FEN-1 (IF DC= 5,61+1; IF Mph = 4,69+2,58)

MPG (IF DC= 3,47+1,56; IF Mph = 3,34+1,51)

TOPOZ2A (IF DC= 4,351£2,01; IF Mph = 10,45+2,36; Topoisomerase 2A)
TOPO2B (IF DC= 3,12+0,94; IF Mph = 3,68+2,38; Topoisomerase 2B)

WRNIP1 (IF DC= 5,85+1,39; IF Mph =4,36+1,85; Werner helicase interacting
protein 1)

XPC (IF DC= 6,96x1,21; IF Mph = 6,45+0,57; Xeroderma pigmentosum,
Komplementationsgruppe C)

XRCC1 (IF DC= 2,7+0,72; IF Mph = 3,4+1,22)

.Stress Signaling“

AKT1 (IF DC= 3,6610,89; IF Mph = 3,46+1,31; a-akt murine thymoma viral
oncogene homolog 1)
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e CYP1B1 (IF DC= 6,56+2,21; IF Mph = 6,79+1,25; Cytochrom P450 1B1)

e DDIT3 (IF DC=4,64+2,54; IF Mph = 6,57+2,4; DNA-damage-inducible transcript 3)
e FASR (IF DC= 5,98+1,61; IF Mph = 6,16+0,6; Fas Rezeptor)

e HSP1B1 (IF DC= 6,7313,95; IF Mph = 3,8+1,96; Heatshock protein 1B)

e RHOA (IF DC= 3,06%£1,35; IF Mph = 4,27+2,17; Ras homolog gene family,
member A)

Mit APE, FEN-1, MPG, PARP-1 und XRCC1 wurden viele Gene die fir Proteine der BER
kodieren wahrend der Differenzierung von Monozyten zu DCs und Makrophagen
hochreguliert, was den Befund des BER-Defekts in Monozyten bekraftigt (siehe Kapitel
3.3).

Als Cofaktor der BER bei der Reparatur des oxidativen DNA-Schadens 8-oxoG agiert
XPC (Xeroderma pigmentosum C), indem es die Aktivitdt der Glykosylase OGG1
stimuliert (D'Errico et al., 2006). Generell ist das XPC-Protein Teil eines heterodimeren
Komplexes, das eine bedeutende Rolle in der Nukleotidexzisionsreparatur (NER) spielt.
Zusammen mit HR23B erkennt XPC UV-induzierte (6-4)Photoprodukte (Christmann et al.,
2003). Aufgrund der Bedeutung fur die BER, wurde die im PCR-Array gezeigte
Hochregulation der XPC-mRNA nach Ausreifung von Monozyten zu DCs und
Makrophagen auch auf Protein-Ebene mittels Western Blot-Analyse untersucht. In
Monozyten war das XPC-Protein nicht nachweisbar. Hingegen exprimierten die aus

Monozyten abgeleiteten DCs das Protein deutlich und Makrophagen schwach (Abb. 3.38).

Abb. 3.38: Expression des XPC-Proteins in Monozyten, DCs und Makrophagen. Western-
Analyse des XPC-Proteins in Gesamtizellextrakten von Monozyten, DCs und Makrophagen. ERK2
diente als Ladekontrolle.
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3.8 Sensitivitit von Monozyten, DCs und Makrophagen
gegeniiber Temozolomid

Temozolomid ist ein Zytostatikum, das zur Therapie von Glioblastomen und malignen
Melanomen verwendet wird. Es gehdért zur Gruppe der monofunktionellen alkylierenden
Agenzien und bildet durch spontane Hydrolyse bei physiologischem pH den aktiven
Metaboliten 5-(3-methyltriazen-1-yl)imidazole-4-carboxamide (MTIC), welcher mit der
DNA reagiert (Newlands et al., 1997). DNA-Methylierungen verursachen verschiedene
Lasionen, wobei N7-MeG die haufigste darstellt (Wyatt and Pittman, 2006). N7-MeG und
andere N-Methylpurine werden Uber die BER repariert (Christmann et al., 2003). Aufgrund
der fehlenden Expression der BER-Proteine XRCC1, Ligase llla und PARP-1 in
Monozyten stellt sich die Frage, ob dies die Sensitivitat der Zellen im Vergleich zu den
BER-kompetenten DCs und Makrophagen gegenliber Temozolomid beeinflusst. In
vorangegangenen Untersuchungen konnte bereits eine erhdhte Sensitivitdt wvon
Monozyten im Vergleich zu DCs gegenuber Alkylantien festgestellt werden (Briegert et al.,
2007; Briegert and Kaina, 2007).

3.8.1  Apoptoseinduktion in Monozyten, DCs und Makrophagen nach Behandlung

mit Temozolomid

Monozyten, DCs und Makrophagen wurden mit 0,6 mM Temozolomid behandelt und nach
72 h die Sensitivitat gegenuber Temozolomid durchflusszytometrisch mittels SubG1-
Assay bestimmt. Die Messungen zeigten eine signifikant héhere SubG1-Fraktion in
Monozyten als in DCs und Makrophagen (Abb. 3.39 A und B).
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Abb. 3.39: Sensitivitdt von Monozyten, DCs und Makrophagen gegeniiber Temozolomid. (A)
Quantifizierung apoptotischer SubG1-Zellen 72 h nach Behandlung mit 0,6 mM TMZ. Um MGMT
zu inhibieren, wurden die Zellen 1 h vor TMZ-Gabe mit 10 uM O°BG vorbehandelt. *p<0.05,
**p<0.01 und ***p<0.001 zum Vergleich von Monozyten zu DC und Makrophagen. Die Bestimmung
erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten. (B)
Reprasentative Darstellung der durchflusszytometrischen SubG1-Messung von Monozyten, DCs
und Makrophagen 72 h nach Behandlung mit 0,6 mM TMZ und/oder 10 uM O°BG sowie Profil der
Zellzyklusverteilung.

Um zu priifen, ob das durch Temozolomid induzierte O°-MeG einen toxischen Schaden
fur das Monozyten-DC-Makrophagen-System darstellt, wurde die Methyltransferase-
Aktivitat von MGMT durch Vorbehandlung mit O°-Benzylguanin (O°BG) inhibiert. Die
Sensitivitdt der Monozyten gegeniiber Temozolomid wurde durch Inhibierung von MGMT
nochmals gesteigert. Die induzierte SubG1-Population zeigte dabei einen Anstieg von
etwa 30 auf fast 50% (Abb. 3.49 A und B).
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3.8.2 Proteinexpression und Aktivitat von MGMT in Monozyten, DCs und
Makrophagen

MGMT ist ein DNA-Reparaturprotein, das die O°-Methylgruppe des O°-MeG entfernt,
welches in proliferierenden und MGMT-defizienten Zellen die wichtigste toxische Lasion
induziert durch Temozolomid darstellt (Roos et al., 2004). Da Monozyten, DCs und
Makrophagen in unserem verwendetem in vitro Zellsystem nicht proliferieren, sollte O°-
MeG die Sensitivitat der Zellen nicht beeinflussen. Um auszuschlieRen, dass die hohe
Sensitivitdt der Monozyten gegeniber Temozolomid auf eine verminderte Reparatur von
0°f-MeG zuriickzufiihren ist, wurde sowohl die Expression des MGMT-Proteins, als auch
die Methyltransferase-Aktivitat in Monozyten, DCs und Makrophagen bestimmt. Die
Western Blot-Analyse zeigte, dass sowohl Monozyten als auch DCs und Makrophagen
das Protein MGMT exprimieren (Abb. 3.40).
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Abb. 3.40: Expression des MGMT-Proteins in Monozyten, DCs und Makrophagen. Expression
des MGMT-Proteins in HeLa S3 (Positiv-Kontrolle), HeLa MR (Negativ Kontrolle), Monozyten, DC
und Makrophagen mittels Western Blot. ERK2 diente als Ladekontrolle.

In Monozyten konnte sogar eine signifikant hdhere MGMT-Enzymaktivitat als in DCs und
Makrophagen nachgewiesen werden (Abb. 3.41). Die MGMT-Aktivitat von DCs und
Makrophagen war hingegen vergleichbar. Demnach ist die hdhere Sensitivitat der
Monozyten gegeniiber Temozolomid nicht auf eine eingeschrénkte Reparatur des O°-

MeG zuriickzufihren.
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Abb. 3.41: MGMT-Aktivitit von Monozyten, DCs und Makrophagen. Messung der o°-
Methylguanin-DNA-Methyltransferase-Aktivitat mittels MGMT-Aktivitats-Test in
Gesamtzellextrakten von Monozyten, DCs und Makrophagen. **p<0.01 zum Vergleich von
Monozyten zu DCs und Makrophagen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist der
Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten.

3.8.3 Einfluss von Temozolomid auf die BER-Kapazitdt von Monozyten, DCs und
Makrophagen

In MEFs (engl. mouse embryo fibroblasts) wurde gezeigt, dass die Behandlung mit dem
Alkylanz MMS zur Hochregulation der Proteinexpression von XRCC1 fihrt (Chen et al.,
2008). Daher sollte untersucht werden, ob auch Temozolomid einen Einfluss auf die
Expression der BER-Proteine XRCC1, Ligase llla und PARP-1 in Monozyten, DCs und
Makrophagen hat. Die Western Blot-Analyse in Abb. 3.42 zeigt, dass die Behandlung mit
0,6 mM Temozolomid sowohl in Monozyten als auch in DCs und Makrophagen in einer
Abnahme von PARP-1 resultierte. Die Expression von XRCC1 und Ligase llla. nahm in
Monozyten wahrend der Temozolomid -Behandlung zu. In DCs und Makrophagen, die im
Gegensatz zu Monozyten XRCC1 und Ligase llla exprimieren, blieb die Expression nach

Behandlung mit Temozolomid unverandert.
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Abb. 3.42: Einfluss der Temozolomid-Behandlung auf die Expression von BER-Proteinen.
Expression der Proteine PARP-1, XRCC1 und Lig llla in Gesamtzellextrakten von Monozyten, DCs
und Makrophagen 0, 24 und 48 h nach Behandlung mit 0,6 mM TMZ mittels Western Blot. ERK2
diente als Ladekontrolle.

Mittels eines in vitro BER-Aktivitats-Assays wurde untersucht, ob die Zunahme von
XRCC1 und Ligase llla in Monozyten die BER-Kapazitdt der Zellen beeinflusst
(schematische Darstellung des BER-Assays siehe Abb. 3.16). Der in vitro BER-Assay
zeigte, dass die initiale Inzision durch die APE, die das 19mer Fragment hervorbringt, und
auch der anschlieRende Schritt durch die Polp (das Anfiigen eines Nukleotids zum 20mer
Fragment) in Monozyten unbehandelt und nach Behandlung mit Temozolomid erfolgte
(Abb. 3.43 A). Hingegen konnte die vom XRCC1/Ligase llla-Komplex abhangige
Religation (Wiederherstellung des 39mer Fragments) in Monozyten nach Behandlung mit
Temozolomid nicht induziert werden (Abb. 3.43 A und B). Dies bedeutet, dass trotz
Zunahme der Proteinexpression von XRCC1 und Ligase lllo. nach der Temozolomid-
Behandlung die Religation durch den XRCC1/Ligase llla-Komplex in Monozyten nicht

stattfindet und somit die BER-Kapazitat der Monozyten nicht beeinflusst.
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Abb. 3.43: Einfluss der Temozolomid-Behandlung auf die BER-Kapazitat von Monozyten. (A)
BER-Assay von Proteinextrakten von Monozyten 0, 24 und 48h nach Behandlung mit 0,6 mM TMZ.
20% PAGE der Reaktionen nach 0, 5, 10, 30 und 60 min Inkubation. Als Positiv-Kontrolle wurden
DC Gesamtzellextrakte verwendet. Es wurden je 5pug Gesamtproteinextrakt pro Reaktion
eingesetzt. (B) Relative Menge der 39 mer Bande aus (A) nach 0, 5, 10, 30 und 60 min Inkubation.
Kontrolle (0 min) wurde jeweils gleich 1 gesetzt.

3.8.4 DNA-Schaden nach Temozolomid-Behandlung in Monozyten, DCs und
Makrophagen

Vorangegangenen Untersuchungen (Briegert and Kaina, 2007) und der BER-Assay (siehe
3.8.3) zeigten, dass Temozolomid in Monozyten aufgrund des Defekts in der BER/ESBR
zur vermehrten Bildung von ESBs flihrt. ESBs kénnen in proliferierenden Zellen wahrend
der S-Phase zu DSBs umgewandelt werden (Nikolova et al., 2010). Auch in nicht-
proliferierenden Zellen kann eine hohe Menge an ESBs zur Bildung von DSBs flihren.
Dies passiert, wenn zwei ESBs, jeweils auf einem der beiden DNA-Strange, gegenlber
stehen. Zur Untersuchung der Frage, ob die in Monozyten beobachtete Zytotoxizitat von
Temozolomid auf die Induktion von DSBs zurlckzuflihren ist, wurde yH2AX als Marker fir
DSBs (Kinner et al., 2008) in Monozyten, DCs und Makrophagen nach Temozolomid-
Behandlung mittels Immunfarbung nachgewiesen. 3 h nach Temozolomid-Gabe erfolgte
eine ahnlich starke Phosphorylierung von H2AX in Monozyten, DCs und Makrophagen,
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welche nach 6h zunahm (Abb. 3.44). Wahrend in DCs und Makrophagen die Intensitat der
yH2AX-Farbung nach 24 h wieder abnahm, was auf eine Reparatur der DSBs hindeutet,

blieb in Monozyten die Intensitat der yH2AX-Farbung unverandert hoch (Abb. 3.44).

Monozyten DCs Makrophagen
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Abb. 3.44: yH2AX in Monozyten, DCs und Makrophagen nach Behandlung mit Temozolomid.
Reprasentative LSM-Aufnahmen der yH2AX-Farbung von Monozyten, DCs und Makrophagen
nach Behandlung mit 0,6 mM TMZ.

Dies zeigt, dass Temozolomid in allen drei Zelltypen DSBs induzierte und deren
Reparatur in Monozyten langsamer erfolgte als in DCs und Makrophagen. Dies ist durch
den bereits erwahnten Defekt der Monozyten in der DSB-Reparatur (siehe Kapitel 3.6) zu

erklaren.

3.8.5 DNA-Schadensantwort nach Temozolomid-Behandlung in Monozyten

Die Behandlung mit Temozolomid induziert in Monozyten im Vergleich zu DCs und
Makrophagen vermehrt Apoptose (siehe 3.8.1), was darauf zurlickzuflihren ist, dass
aufgrund des BER-Defekts eine héhere Menge an ESBs und auch DSBs in Monozyten

fortbestehen. Zur Klarung der Frage, tber welchen Signalweg Temozolomid Apoptose in
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Monozyten induziert, wurde die Phosphorylierung der beiden PI13-Kinasen ATR und ATM,
welche an ESBs bzw. DSBs binden und durch Phosphorylierung und
Autophosphorylierung am Serin 428 bzw. am Serin 1981 aktiviert werden, untersucht. Die
in Abb. 3.45 dargestellte Western Blot-Analyse zeigt, dass nach Behandlung mit 0,6 mM
Temozolomid in Monozyten eine Phosphorylierung von ATR und ATM erfolgte (Abb.
3.45).

Monozyten

0 24 48  Zeit(h)

~ PATR senzs
— PATM s¢r1981

e g ERK2

Abb. 3.45: Phosphorylierung der PI3-Kinasen ATM und ATR in Monozyten, DCs und
Makrophagen nach Temozolomid-Behandlung. Expression der Proteine pATRgeu2s und
PATMser1981 in Gesamtzellextrakten von Monozyten nach Behandlung mit 0,6 mM TMZ nach 0, 24
und 48 h mittels Western Blot. ERK2 diente als Ladekontrolle.

ATR und ATM aktivieren Uber Phosphorylierung p53, sowohl direkt als auch Uber die
Aktivierung der Chk1 bzw. Chk2 Kinase (Harper and Elledge, 2007). Weitere
Western Blot-Analysen in Monozyten zeigten eine Phosphorylierung der beiden Kinasen
Chk1 und Chk2, sowie eine Akkumulation des p53 Proteins (Abb. 3.46).

Monozyten
0 24 48 Zeit(h) 0 24 48 Zeit(h) 0 24 48 Zeit(h)
Chk1 — e e Chk2 . ERK2

Abb. 3.46: DNA-Schadensantwort von Monozyten gegeniiber Temozolomid. Expression der
Proteine pChk1se317, PChk21h6s UNd p53 in Gesamtizellextrakten von Monozyten nach Behandlung
mit 0,6 mM TMZ nach 0, 24 und 48 h mittels Western Blot. Fiir p53 diente ERK2, fir pChk1se317
und pChk2q,6s deren unphosphorylierte Formen Chk1 bzw. Chk2 als Ladekontrolle. (Das
dargestellte Experiment wurde unter Berlcksichtigung meiner Vorarbeiten von Dr. Michael
Goldstein durchgefihrt).

Die Ergebnisse zeigen, dass nach Behandlung mit Temozolomid eine DNA-

Schadensantwort in Monozyten Uber Aktivierung von ATR und ATM sowie der Kinasen
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Chk1 und Chk2 erfolgte, was letztendlich in der Stabilisierung und Akkumulation von p53

resultierte.

3.8.6 Untersuchung des apoptotischen Signalwegs nach Temozolomid-

Behandlung in Monozyten

In weitergehenden Untersuchungen sollte nun geklart werden, welcher Signalweg in
Monozyten nach Temozolomid-Behandlung durch die p53-Akkumulation aktiviert wird und
zur Apoptose fiihrt. Der FasR zahlt zu den Genen, welche p53-abhangig transkribiert
werden. Er gehort zur Gruppe der sogenannten Todesrezeptoren, welche den extrinsisch
vermittelten Weg der Apoptose initiieren. Die Behandlung mit 0,6 mM Temozolomid fihrte
in Monozyten zu einer Zunahme der FASR-mRNA (Abb. 3.47 A und B).
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Abb. 3.47: Bestimmung der FASR-mRNA Menge in Monozyten nach Behandlung mit
Temozolomid. (A) Semiquantitative Real-Time PCR der FASR-mRNA in Monozyten nach
Behandlung mit 0,6 MM TMZ nach 0, 24 und 48 h. ACTB-PCR diente als Abgleich der
eingesetzten RNA-Menge. **p<0.01 und ***p<0.001 zum Vergleich von unbehandelten Monozyten
zu Monzyten 24 h und 48 h nach Behandlung mit TMZ. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test.
Dargestellt ist der Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten. (B) Semiquantitative Endpunkt-
RT-PCR der FASR-mRNA in Monozyten nach Behandlung mit 0,6 mM TMZ nach 0, 24 und 48 h.
GAPDH-PCR diente als Abgleich der eingesetzten RNA-Menge.
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Nicht nur die Expression des Rezeptors, sondern auch die des Fas-Liganden (FaslL)
wurde verstarkt. Dies betraf sowohl die membranstédndige (mFasL) als auch die I6sliche
Form (sFasL) (Abb. 3.48).

Monozyten
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Abb. 3.48: Expression des FasL in Monozyten nach Behandlung mit Temozolomid.
Proteinexpression des mFasL und sFasL in Monozyten O, 24 und 48 h nach Behandlung mit
0,6 mM TMZ mittels Western Blot. ERK2 diente als Ladekontrolle.

Zusammenfasssend zeigen die Ergebnisse, dass die Behandlung mit Temozolomid in

Monozyten zu einer verstarkten Expression des FasR und FasL fihrte.

3.9 Vergleich von Monozyten mit Zelllinien myeloiden Ursprungs

Zur weiteren Charakterisierung der Reparaturdefeke in humanen Monozyten ware es von
Vorteil, eine Zelllinie zu finden, die einen vergleichbaren Phanotyp wie humane

Monozyten hinsichtlich der DNA-Reparatur aufweist.

Daher wurden die Zelllinien Mono Mac 6 (MM6) und THP-1 (zwei akute myeloische
Leukamie (AML) Zelllinien) und U937 (eine histiozytische Lymphomzelllinie) mit humanen
Monozyten verglichen. AML ist eine maligne Erkrankung der Myelopoese, dem Teil des
blutbildenden Systems, der fur die Bildung von Granulozyten, Erythrozyten,
Megakaryozyten und Monozyten verantwortlich ist. Histiozyten sind Makrophagen im
Bindegewebe und der Tunica adventitia von Gefallen. Sie gehéren dem mononuklearen
Phagozytensystem (MPS) an und konnen, aktiviert durch Zytokine, zu Makrophagen
differenzieren. Bei allen drei Zellinien handelt es sich um monozytare
Suspensionszelllinien. Hinsichtlich ihrer Oberflachenmarkerexpression und Eigenschaften
werden MM6- und THP-1-Zellen als Monozyten-ahnlich (Tsuchiya et al., 1980; Ziegler-
Heitbrock et al., 1988) und U937-Zellen als Makrophagen- und Monozyten-ahnlich
(Larrick et al., 1980; Hudig and Bajaj, 1982) beschrieben.
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3.9.1 Expression der BER-Proteine XRCC1, Ligase llla und PARP-1 in MM6-,
THP-1- und U937-Zellen

Bezlglich des BER- und ESBR-Phanotyps humaner Monozyten ist die fehlende
Expression der Proteine XRCC1, Ligase llla und PARP-1 charakteristisch (siehe 3.3.2).
Daher sollte die Expression der oben genannten Proteine in MM6-, THP-1- und U937-
Zellen mittels Western Blot-Analyse bestimmt und mit Monozyten und daraus abgeleiteten
DCs und Makrophagen verglichen werden. Die in Abb. 3.49 dargestellten Western Blot-
Analysen zeigen, dass in MM6-Zellen keine Expression der Proteine XRCCH1, Ligase llla
und PARP-1 nachweisbar war. THP-1-Zellen zeigten im Vergleich zu MM6-Zellen eine
schwache Expression von XRCC1 und Ligase llla und eine zu humanen DCs und
Makrophagen vergleichbare Expression von PARP-1. U937-Zellen exprimierten wie
humane DCs und Makrophagen alle drei getesteten Reparaturproteine. Somit zeigten nur
MM6-Zellen ein mit Monozyten vergleichbares Expressionsprofil der untersuchten BER-

Proteine.
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Abb. 3.49: Expression der BER-Proteine XRCC1, Ligase llla und PARP-1 in humanen
monozytdren Zelllinien. Expression der Proteine XRCC1, Lig llla und PARP-1 in humanen
Monozyten, DCs und Makrophagen sowie den Zelllinien MM6, THP-1 und U937 mittels Western
Blot. ERK2 diente jeweils als Ladekontrolle.
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3.9.2 Sensitivitat von MM6-, THP-1- und U937-Zellen gegeniiber Alkylantien

3.9.2.1 Apoptoseinduktion in MM6-, THP-1- und U937-Zellen nach Behandlung mit

Temozolomid

MM6-, THP-1- und U937-Zellen wurden mit 0,6 mM Temozolomid behandelt. Nach 48 h
wurde die Sensitivitat gegeniber Temozolomid durchflusszytometrisch mittels des
SubG1-Assays bestimmt. Neben N-Alkylierungen zéhlt auch O°-MeG zu den durch
Temozolomid induzierten toxischen Lasionen. Diese flihrt in proliferierenden Zellen zur
Apoptoseinduktion nach  Temozolomid-Gabe. Daher wurde zusatzlich die
Methyltransferase-Aktivitdit des MGMT-Proteins durch Vorbehandlung mit O°BG
spezifisch inhibiert. Abb. 3.50 zeigt, dass nach Behandlung mit 0,6 mM Temozolomid
wiesen MM6- und THP-1-Zellen die hochste Sensitivitdt auf. Im Vergleich zu humanen
Monozyten war die Sensitivitat der MM6- und THP-1-Zellen etwa doppelt so hoch. Auch
im Vergleich zu U937-Zellen war die Sensitivitat der MM6- und THP-1-Zellen signifikant
héher. Durch Inhibition von MGMT konnte die Apoptoseinduktion in allen drei Zelllinien
um etwa 2 bis 3% gesteigert werden Hingegen konnte in humanen Monozyten durch
MGMT-Inhibition die Sensitivitdt der Zellen verdoppelt werden. Insgesamt war auch nach
MGMT-Inhibition die induzierte SubG1-Population in MM6- und THP-1-Zellen signifikant
grolerer als in U937-Zellen.
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Abb. 3.50: Sensitivitit von Monozyten, MM6-, THP-1- und U937-Zellen gegeniiber
Temozolomid. Quantifizierung apoptotischer SubG1-Zellen 48 h nach Behandlung mit 0,6 mM
TMZ. Um MGMT zu inhibieren, wurden die Zelllen 1h vor TMZ-Gabe mit 10 yM 0°BG
vorbehandelt. ***p<0.001 zum Vergleich von MM6- und THP-1- zu U937-Zellen. Die Bestimmung
erfolgte mittels T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von drei unabhangigen Experimenten.
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3.9.2.2 Apoptoseinduktion in MM6-, THP-1- und U937-Zellen nach Behandlung mit

MMS

Zusatzlich zu Temozolomid sollte auch die Sensitivitdt der MM6-, THP-1- und U937-Zellen
gegenuber MMS bestimmt werden. MMS gehért zu den Sy2-Alkylantien, welche mehr N-
Alkylierungen induzieren als Sy1-Alkylantien wie Temozolomid. Die Reparatur der N-
Alkylierungen erfolgt Uber die BER. Daher sollten Zellen mit einem Defekt in der BER
gegenuber MMS sensitiv sein. Die Zellen wurden mit 0,4 mM MMS fiir 48 h behandelt.
AnschlieBend wurde die durch MMS induzierte Apoptoserate durchflusszytometrisch
durch das SubG1-Assay bestimmt. Wie in Abb. 3.51 dargestellt, zeigten MM6-Zellen die
hdéchste Sensitivitat gegentiber MMS. Mit 75% ist die durch MMS induzierte Apoptoserate
mit der von primaren Monozyten vergleichbar hoch. Die Sensitivitat von THP-1-Zellen war
mit knapp 65% etwas geringer. Jedoch zeigten sowohl MM6- als auch THP-1-Zellen eine
signifikant hohere Apoptoseinduktion als U937-Zellen (etwa 60%) nach Behandlung mit
MMS.
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Abb. 3.51: Sensitivitit von Monozyten, MM6-, THP-1- und U937-Zellen gegeniiber MMS.
Quantifizierung apoptotischer SubG1-Zellen 48 h nach Behandlung mit 0,4 mM MMS. *p<0.05 und
***p<0.001 zum Vergleich von MM6- und THP-1- zu U937-Zellen. Die Bestimmung erfolgte mittels
T-Test. Dargestellt ist der Mittelwert von drei unabh&ngigen Experimenten.
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3.9.3 Proteinexpression und Aktivitat von MGMT in MM6-, THP-1- und U937-
Zellen

Um zu Uberprifen, ob MM6-, THP-1- und U937-Zellen wie primare Monozyten MGMT-

profizient sind, wurde die Expression des MGMT-Proteins und die Methyltransferase-

Aktivitat von MGMT der Zelllinien MM6, THP-1- und U937 bestimmt. Die Western Blot-

Analyse in Abb 3.52 zeigt, dass MM6-, THP-1- und U937-Zellen das MGMT-Protein in

einer zu Monozyten vergleichbaren Menge exprimierten.
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Abb. 3.52: Expression des MGMT-Proteins in MM6-, THP-1- und U937-Zellen. Expression des
MGMT-Proteins in Gesamtzellextrakten von Hela S3- (Positiv-Kontrolle), HeLa MR- (Negativ
Kontrolle), Monozyten, MM6-, THP-1- und U937-Zellen mittels Western Blot. ERK2 diente als

Ladekontrolle.

Im MGMT-Aktivitatstest betrug die durchschnittiche MGMT-Aktivitat der MM6-Zellen
140 fmol/mg und der THP-1-Zellen 200 fmol/mg Protein (Abb. 3.54). U937-Zellen zeigten
mit 250 fmol/mg Protein die héchste MGMT-Aktivitat.
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Abb. 3.53: MGMT-Aktivitat von MM6-, THP-1- und U937-Zellen. Messung der OG-Methnguanin-
DNA-Methyltransferase-Aktivitat mittels MGMT-Aktivitats-Test in Gesamtzellextrakten von MMG6-,
THP-1- und U937-Zellen. Dargestellt ist der Mittelwert von mindestens zwei unabhangigen
Experimenten.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Zelllinien MM6, THP-1 und U937 wie humane Monozyten
MGMT-profizient sind.

3.9.4 Expression von XRCC1, Ligase llla und PARP-1 in MM6-, THP-1- und U937-
Zellen nach Behandlung mit IL-4 und GM-CSF

Wahrend der Ausreifung von Monozyten zu DCs durch die Zytokine IL-4 und GM-CSF
und zu Makrophagen durch das Zytokin GM-CSF erfolgte die Induktion der
Proteinexpression von XRCC1, Ligase llla und PARP-1 (siehe 3.3.2). In Western Blot-
Analysen sollte daher untersucht werden, ob eine Behandlung mit IL-4, GM-CSF oder IL-4
und GM-CSF gemeinsam die Expression dieser Reparaturproteine in MM6-, THP-1- und
U937-Zellen beeinflusst.

Die in Abb. 3.54 dargestellte Western Blot-Analyse zeigt, dass in MM6-Zellen eine
Induktion der drei genannten Proteine durch Behandlung mit IL-4 und mit IL-4 und GM-
CSF gemeinsam erfolgte, wobei die Induktion durch gleichzeitige Behandlung mit beiden
Zytokinen am starksten war. Stimulation von MM6-Zellen mit GM-CSF allein resultierte in
einer Zunahme der XRCC1 und PARP-1 Expression, jedoch nicht von Ligase llla (Abb.
3.54 A).

In THP-1-Zellen konnte die Expression der Proteine XRCC1 und Ligase llla. sowohl durch
IL-4 und GM-CSF allein, als auch durch IL-4 und GM-CSF gemeinsam verstarkt werden.
Die Expression von PARP-1 blieb in THP-1-Zellen hingegen unverandert (Abb. 3.54 B).

U937-Zellen zeigten bereits ohne Stimulation eine Expression der untersuchten BER-
Proteine XRCC1, Ligase llla und PARP-1, vergleichbar zu ausgereiffen DCs und
Makrophagen. Die Expression wurde durch Stimulation mit IL-4 und GM-CSF nicht weiter
beeinflusst und blieb unverandert (Abb. 3.54 C).
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Abb. 3.54: Expression der BER-Proteine XRCC1, Ligase lllo. und PARP-1 in MM6-, THP-1-
und U937-Zellen nach Behandlung mit IL-4 und GM-CSF. Expression der Proteine XRCC1, Lig
llloo und PARP-1 in Gesamtzellextrakten von MM6-, THP-1- und U937-Zellen vor und nach 48h
Stimulation mit IL-4, GM-CSF sowie IL-4 und GM-CSF mittels Western Blot. Die Zellen wurden
jeweils mit 1000 U/ml IL-4 und 800 U/ml GM-CSF fir 2 Tage permanent behandelt. ERK2 diente
jeweils als Ladekontrolle.

3.9.5 Einfluss von IL-4 und GM-CSF auf die Sensitivitat von MM6-Zellen
gegeniiber Alkylantien

Durch Behandlung von MMG6-Zellen mit IL-4 und GM-CSF dber 2 Tage konnte die
Expression der Proteine XRCC1, Ligase llloa. und PARP-1 induziert werden (Abb. 3.54 A).
Diese Zunahme war vergleichbar mit der Zytokin-abhangigen Induktion dieser Proteine
wahrend der Differenzierung von Monozyten zu DCs oder Makrophagen. Monozyten
wiesen im Vergleich zu DCs und Makrophagen eine hohere Sensitivitat gegeniber

Alkylantien auf (siehe Kapitel 3.8). Daher sollte untersucht werden, ob auch in MM6-
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Zellen neben der Induktion der Reparaturproteine XRCC1, Ligase llla. und PARP-1 die
Sensitivitat der Zellen gegenuber Alkylantien beeinflusst wird. Hierfir wurden MM6-Zellen
und MM6-Zellen, welche fir 2 Tage mit IL-4 und GM-CSF stimuliert wurden, mit 0,6 mM
Temozolomid, 0,6 mM Temozolomid + O°BG oder 0,4 mM MMS behandelt und die
Sensitivitdt durchflusszytometrisch durch das SubG1-Assay bestimmt (Abb. 3.54). Abb.
3.55 zeigt, dass die Stimulation mit IL-4 und GM-CSF gegentiber Temozolomid und MMS
eine signifikante Abnahme der Sensitivitat von MM6-Zellen bewirkte. Wurde jedoch
MGMT durch Vorbehandlung mit O°BG inhibiert, so war eine signifikante Zunahme der

Sensitivitdt nach Stimulation mit IL-4 und GM-CSF gegentiber Temozolomid zu erkennen.
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Abb. 3.55: Einfluss von IL-4 und GM-CSF auf die Sensitivitit von MM6-Zellen gegeniiber
Alkylantien. Quantifizierung apoptotischer SubG1-Zellen 48 h nach Behandlung mit 0,6 mM TMZ
und 0,4 mM MMS. Um MGMT zu inhibieren, wurden die Zelllen 1 h vor TMZ-Gabe mit 10 uyM
O°BG vorbehandelt. Dargestellt ist der Mittelwert von mindestens drei unabhangigen
Experimenten. *p<0.05 und ***p<0.001 zum Vergleich von MM6-Zellen und mit IL-4 und GM-CSF-
behandelten MM6-Zellen. Die Bestimmung erfolgte mittels T-Test.

3.9.6 Einfluss der Stimulation mit IL-4 und GM-CSF auf die MGMT-Aktivitat von
MM6-Zellen

Zusatzlich zur Sensitivitdt gegeniiber Temozolomid und MMS sollte der Einfluss der
Zytokinstimulation auf die MGMT-Aktivitat der MM6-Zellen bestimmt werden. MGMT st

ein DNA-Reparaturprotein, dass fiir die Reparatur von O°-MeG verantwortlich ist, welches

154



Ergebnisse

in proliferierenden Zellen die durch Temozolomid induzierte Lasion mit der groéRten

Toxizitat darstellt (Roos et al., 2004).

Die in Abb. 3.56 dargestellte Messung der MGMT-Aktivitat zeigt, dass nach Stimulation
der MM6-Zellen mit IL-4 und GM-CSF keine signifikante Zunahme der MGMT-Aktivitat
erfolgte.
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Abb. 3.56: Einfluss von IL-4 und GM-CSF auf die MGMT-Aktivitat von MM6-Zellen. Messung
der OG-Methylguanin-DNA-MethyItransferase Aktivitat  mittels  MGMT-Aktivitats-Test  in
Gesamtzellextrakten von MM6-Zellen vor und nach 48 h Stimulation mit IL-4 und GM-CSF.
Dargestellt ist der Mittelwert von mindestens zwei unabhangigen Experimenten.

3.9.7 Einfluss der Stimulation mit IL-4 und GM-CSF auf die BER-Kapazitat von
MM6-Zellen

Die Stimulation mit den Zytokinen IL-4 und GM-CSF fihrte in MM6-Zellen zur Induktion
der BER-Proteine XRCC1, Ligase llloa. und PARP-1 (Abb. 3.54 A). Um herauszufinden, ob
dies einen Einfluss auf die BER Kapazitat der MM6-Zellen hat, wurde ein in vitro BER-
Assay durchgefiihrt (schematische Darstellung des BER-Assays siehe Abb. 3.16). Das in
Abb. 3.57 dargestellte Assay zeigt, dass MM6-Zellen wie auch mit IL-4 und GM-CSF
vorbehandelte MM6-Zellen in der Lage waren eine AP-Stelle innerhalb 1 Stunde

vollstandig zu reparieren.
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Abb. 3.57: Bestimmung der BER-Kapazitat von MM6- und mit IL-4 und GM-CSF- behandelten
MM6-Zellen mittels in vitro BER-Assay. 20% PAGE der Reaktionen von MM6 und fir 2 d mit IL-
4 und GM-CS- vorbehandelten MM6-Zellen nach 0, 5, 10, 30 und 60 min Inkubation. Es wurde je
5 ug Gesamtproteinextrakt pro Reaktion eingesetzt. Dargestellt ist ein reprasentatives Experiment.

Die Quantifizierung der 39 mer Bande (Abb. 3.57) verdeutlichte, dass die Spaltung der
AP-Stelle und die Religation durch den XRCCH1/Ligase llla-Komplex in einer
vergleichbaren Geschwindigkeit erfolgte (Abb. 3.58).

127 o mm6
—4— MM6 + IL-4/GM-CSF

Relative Menge des 39mer

0-0 T T T 1
0 15 30 45 60

Zeit (min)

Abb. 3.58: Bestimmung der Spaltung und Religation der AP-Stelle von MM6- und mit IL-4
und GM-CSF-behandelten MM6-Zellen. Relative Menge der 39 mer Bande aus Abb 3.58 nach 0,
5, 10, 30 und 60 min Inkubation. Kontrolle (O min) wurde jeweils gleich 1 gesetzt.
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4 Diskussion

Monozyten sind ein wichtiger Bestandteil des angeborenenen unspezifischen
Immunsystems. Sie entstehen aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark.
Nach Ausreifung gehen sie in die Blutbahn Uber und zirkulieren dort fir wenige Tage. Bei
Kontakt mit Infektionen wandern sie in das betroffene Gewebe ein und differenzieren zu
Makrophagen und myeloiden DCs (Hume, 2006). Die Stimulation der Immunantwort durch
DCs erfolgt tber Aktivierung von T-Zellen durch Antigenprasentation (Ueno et al., 2010).
Aktivierte T-Zellen kénnen wiederum Makrophagen aktivieren (Enk et al., 1997).
Makrophagen phagozytieren Mikroorganismen und andere koérperfremde Strukturen und
produzieren zur Abtétung dieser Pathogene ROS (Durackova, 2009). ROS werden dabei
intrazellular freigesetzt und auch nach aullen an das umgebende Gewebe abgegeben. Im
Fall von chronischen Entziindungen oder Infekten kann dies zu einer explosionsartigen
Freisetzung freier Radikale fiihren, was als ,Oxidative Burst' bezeichnet wird. Haben
Gewebezellen kein ausreichendes antioxidatives Schutzsystem, kénnen die freigesetzten
ROS deren DNA und andere Zellbestandteile dermaf’en schadigen, dass diese ihre
Funktionen nicht mehr erfillen kdnnen oder sogar zu Krebszellen werden. Letztendlich
kénnen Gewebe oder Organe degenerieren, woraus schwerwiegende Erkrankungen wie
Rheumatoide  Arthritis, Psoriasis (Schuppenflechte), chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen (engl. inflammatory bowel disease), neurodegenerative Stérungen wie
Parkinson und Alzheimer sowie Atherosklerose resultieren (Durackova, 2009; Valledor et
al., 2010). Dies zeigt, dass die Generierung von ROS durch das myeloide
Monozyt/Makrophage/DC-System einer feinabgestimmten Regulation unterliegen muss,
um Schadigungen des Organismus durch UbermaRige ROS-Produktion zu vermeiden.

Wie diese Regulation erfolgt ist bislang unklar.

Immunsuppression gehort zu den unerwlinschten Nebenwirkungen einer Chemotherapie,
was ein hohes Risiko fir Krebspatienten bedeutet, die eine Chemotherapie erhalten.
Generell wird die hohe Proliferationsrate der Immunzellen flir deren hohe Sensitivitat
gegenuber Genotoxinen, die in der Chemotherapie verwendet werden, verantwortlich
gemacht. Erstaunlicherweise wurde dabei bisher die Toxizitdt der Chemotherapeutika
gegenluber ausdifferenzierten, nicht-proliferierenden Immunzellen nur geringfigig

beachtet.
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4.1 Sensitivitat von Monozyten, DCs und Makrophagen
gegeniiber oxidativem Stress

Kommt es zu einer Uberlastung des antioxidativen Schutzsystems einer Zelle oder
werden vermehrt ROS gebildet, so entsteht oxidativer Stress. Biologische Konsequenzen
des oxidativen Stresses sind neben Lipidperoxidation und Proteinoxidation die
Schadigung der DNA. Zu den durch ROS induzierten DNA-Schaden zahlen ESBs und
DSBs, oxidierte Basen, AP-Stellen, DNA-DNA- und DNA-Protein-Quervernetzungen
(Halliwell and Aruoma, 1991; Epe, 1996; Marnett, 2000).

41.1 Sensitivitdt von Monozyten, DCs und Makrophagen gegeniiber tert-BOOH

Um die Konsequenzen von ROS-induzierten DNA-Schaden auf die Sensitivitat
menschlicher Monozyten und daraus abgeleiteten DCs und Makrophagen zu
untersuchen, wurden die Zellen mit tert-BOOH behandelt. Dies ist ein Agens, dass in vitro
zur Generierung von ROS fiuhrt. Auch wurde H,O, als Agens zur experimentellen
Induktion von ROS getestet. Allerdings zeigten die Ergebnisse der Sensitivitdatsmessung
eine hohe Variabilitat, wobei Monozyten die héchste Sensitivitat gegeniber H,O, zeigten.
In der vorliegenden Arbeit wurde eine starke Zunahme der SubG1-Fraktion bzw.
Fragmentierung der DNA, ein charakteristisches Merkmal der Apoptose, nach
Behandlung mit tert-BOOH in Monozyten beobachtet. Diese war signifikant héher als in
DCs und Makrophagen, in denen nach tert-BOOH-Behandlung keine Induktion der
SubG1-Fraktion nachgewiesen wurde. Die Bestimmung der Apoptose-/Nekrose-Frequenz
zeigte zusatzlich, dass in Monozyten die Apoptosefraktion Uberwiegt. Der Anteil von
Nekrose an der Gesamttoxizitat von tert-BOOH betrug lediglich 20%. Insgesamt war die
Apoptose- und auch Nekroserate in Monozyten im Vergleich zu DCs und Makrophagen

signifikant groer.

Obwohl DCs und Makrophagen keine toxischen Wirkungen nach Behandlung mit fert-
BOOH zeigten, ist dies nicht auf ein vermindertes antioxidatives Schutzsystem der
Monozyten zurtckzufuhren. Ware dies der Fall, so wurde in Monozyten eine hohere
Menge von ROS induziert werden. Eine Quantifizierung der durch tert-BOOH induzierten
ROS-Menge zeigte jedoch, dass sowohl in Monozyten als auch in DCs und Makrophagen
eine signifikante Induktion von ROS erfolgt. Die relative Zunahme von ROS war sogar in
DCs und Makrophagen gréf3er als in Monozyten. Auch die Menge der dominierenden
oxidativen DNA-L&sion 8-oxoG ist nach tert-BOOH-Behandlung in Monozyten, DCs und
Makrophagen vergleichbar hoch (Bauer et al.,, 2011). Dies =zeigt, dass die

Primarschadigung an der DNA in allen drei Zelltypen vergleichbar ist. Unterschiede waren
160



Diskussion

jedoch in der Menge der induzierten ESBs zu beobachten. ESBs werden einerseits direkt
durch ROS generiert, andererseits kénnen ESBs auch als Reparatur-Intermediate
wahrend der BER, die unter anderem oxidative Basenmodifikationen wie 8-0xo0G
prozessiert, entstehen. Monozyten zeigten einen rapiden Anstieg von ESBs unmittelbar
nach tert-BOOH-Gabe. Der Anstieg in DCs und Makrophagen war deutlich langsamer.
Auch war die induzierte ESB-Menge in DCs und Makrophagen innerhalb der ersten
60 min nach Behandlung signifikant geringer als in Monozyten. Dies sowie die schnellere
Abnahme der generierten ESBs spricht fiur eine deutlich bessere Reparatur der ESBs in
DCs und Makrophagen. Monozyten scheinen im Vergleich dazu nicht in der Lage, die

durch tert-BOOH generierten ESBs reparieren zu kénnen.

Neben ESBs gehoren auch DSBs zu den durch ROS induzierten DNA-Lasionen. Diese
sind fir eukaryotische Zellen besonders toxische DNA-L&sionen, die durch Genotoxine
induziert und Replikations-abhangig gebildet werden (Roos and Kaina, 2006). Nicht-
repariert flihren DSBs zu chromosomalen Aberrationen und Zelltod (O'Driscoll and Jeggo,
2006). Bei Bestimmung der SubG1-Fraktion konnte bereits gezeigt werden, dass
Monozyten und daraus abgeleitete DCs und Makrophagen in der G1-Phase des
Zellzyklus arretiert sind und somit nicht proliferieren. tert-BOOH induzierte sowohl in
Monozyten als auch in DCs und Makrophagen vermehrt DSBs direkt nach Gabe von tert-
BOOH. Der Anstieg war in Monozyten am starksten und die DSB-Menge am héchsten,
jedoch waren die Unterschiede innerhalb der ersten 60 min im Vergleich zu DCs und
Makrophagen nicht signifikant. Signifikante Unterschiede waren in der residualen Menge
der induzierten DSBs zu beobachten. Nach 240 min waren signifikant mehr DSBs in
Monozyten vorhanden als in DCs und Makrophagen. Dies deutet darauf hin, dass auch
die induzierten DSBs von Monozyten nicht prozessiert werden kénnen. Demgegenuber
nahm die Menge der induzierten DSBs in DCs und Makrophagen etwa 2 h nach
Behandlung wieder deutlich ab, was fur eine Reparatur der DSBs spricht. DSBs kénnen
nicht nur wahrend der Replikation, sondern auch durch Uberlagerung von zwei in
nachster Umgebung entstandenen ESBs entstehen. Dies erfolgt bei einer hohen Anzahl
von ESBs, wie sie moglicherweise in Monozyten nach tert-BOOH-Behandlung induziert

werden.

Die Bildung von yH2AX gehért zu den frihen Ereignissen nach Schadigung der DNA und

ist ein haufig verwendeter Marker fir DSBs (Ismail and Hendzel, 2008). Dabei

reprasentiert ein yH2AX-Focus einen im Genom gebildeten DSB (Sedelnikova et al.,

2002). Die Phosphorylierung des Histons H2AX am Ser139 erfolgt durch die

schadensabhangigen Proteinkinasen ATM, ATR und DNA-PK (Ismail and Hendzel, 2008).

Die PI3-Kinasen ATM und ATR werden durch Phosphorylierung als auch Uber
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Autophosphorylierung am Serin 428 bzw. am Serin 1981 aktiviert. Durch ATR/ATM
werden die abwarts agierenden Stresskinasen Chk1 und Chk2 phosphoryliert. Diese
beeinflussen einerseits den Zellzyklus in replizierenden Zellen, andererseits fihren sie
Uber Phosphorylierung von p53 und dessen Inhibitors MDM2 zur Akkumulation von p53 in
der Zelle, wobei p53 auch direkt durch ATM und ATR phosphoryliert werden kann. In
dieser Arbeit konnte mittels Immunfluoreszenz 1 h nach Behandlung mit tert--BOOH
yH2AX in Monozyten nachgewiesen werden. Demgegenuber konnte in DCs kein und in
Makrophagen ein vergleichsweise schwaches Signal detektiert werden. Zusatzlich konnte
in Monozyten gezeigt werden, dass nach Behandlung mit fert-BOOH eine DNA-
Schadensantwort iber ATR-Chk1 und Gber ATM-Chk2 sowie eine Akkumulation von p53
erfolgt. Hierbei ist zu erwahnen, dass eine Aktivierung von ATM und ATR bereits 1 h nach
tert-BOOH-Behandlung zu beobachten war, was im Einklang mit der schnellen
Entstehung der ESBs und DSBs innerhalb der ersten funf Minuten nach tert-BOOH-Gabe
ist. Western Blot-Analysen zeigten, dass zusatzlich zur fehlenden Phosphorylierung des
Histons H2AX tert-BOOH keine Phosphorylierung der beiden schadensabhangigen
Kinasen ATM und ATR in DCs und Makrophagen bewirkte. Auch konnte keine Aktivierung
der Stresskinasen Chk1 und Chk2 und keine Akkumulation von p53 in DCs und
Makrophagen beobachtet werden. Dies bekraftigt die Schlussfolgerung, dass DCs und
Makrophagen in der Lage sind, die induzierten ESBs und DSBs zu prozessieren. Diese
Prozessierung erfolgt, bevor es zu einer DNA-Schadensantwort kommt, was die geringe

Apoptoserate der Zellen nach Behandlung mit tert-BOOH erklart.

Wie bereits erwahnt, ist der durch terf-BOOH induzierte Zelltod in Monozyten
hauptsachlich auf Apoptose zurtckzufiihren. p53, welches durch ATM/ATR aktiviert wird
und in Monozyten nach tert-BOOH-Behandlung akkumuliert vorliegt, fungiert tberwiegend
als Transkriptionsfaktor und reguliert die Expression von Genen, die an der
Zellzyklusregulation, DNA-Reparatur und Apoptose beteiligt sind (Lavin and Gueven,
2006). Zu den p53-abhangigen Genen zahlt unter anderem der FasR (Muller et al., 1998).
Die Beteiligung des FasR an der durch tert-BOOH induzierten Apoptose in Monozyten
konnte in der vorliegenden Arbeit einerseits durch Zunahme der FASR-mRNA nach tert-
BOOH-Behandlung in  Monozyten gezeigt werden. Andererseits bestatigen
Inhibitorexperimente die Beteiligung des FasR an der tert-BOOH-vermittelten Apoptose in
Monozyten (Bauer et al., 2011). Bei der rezeptorvermittelten Apoptose erfolgt nach der
Expressionssteigerung des FasR und des FasL eine Aktivierung von Caspasen, welche
letztendlich CAD (engl. caspase activated DNase) aktivieren, dass die DNA fragmentiert
und zum Tod der Zelle flhrt (Srinivasula et al., 1996). Mithilfe eines globalen

Caspaseinhibitors wurde gezeigt, dass die tert-BOOH-induzierte Apoptose in Monozyten
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Caspasen-abhangig verlauft (Bauer et al., 2011). Die Aktivierung von Caspasen stellt
somit einen essentiellen Prozess in der Exekution der Apoptose nach Behandlung mit
tert-BOOH dar. Caspase-8 ist als die Initiatorcaspase des rezeptorvermittelten Wegs der
Apoptose beschrieben (Muzio et al., 1996; Muzio et al., 1998). Die aktive Caspase-8
aktiviert ihrerseits die Effektorcaspasen-3 und -7, was die Degradationsphase der
Apoptose einleitet (Srinivasula et al., 1996; Muzio et al., 1997). Die aktive Caspase-8
verbindet auch den extrinsischen mit dem intrinsischen Apoptoseweg. Caspase-8 spaltet
Bid in die verkirzte Form tBid und aktiviert so Bax (Chou et al., 1999). Aktiviertes Bax
fuhrt zur Spaltung von Caspase-9 und letztendlich zur Aktivierung der Effektorcaspasen-3,
-6 und -7. In Monozyten konnten sowohl Spaltprodukte der Initiatorcaspasen-8 und -9
sowie der Effektorcaspasen-3 und 7 nachgewiesen werden. Die Spaltung der
Initiatorcaspase-9 lasst eine Beteiligung des intrinsischen mitochondrialen Weges
vermuten. Jedoch ist unklar ob dies direkt tber tert-BOOH erfolgt oder Uber die aktive

Caspase-8, tBid und Bax.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass Monozyten eine hohe Sensitivitat
gegenuber oxidativem Stress aufweisen. Dies ist auf eine erhdéhte ESB-Rate
zurlckzufuhren. Diese hohe Menge an ESBs fuhrt zur Entstehung von DSBs, welche zur
Aktivierung der DNA-Schadensantwort Uber ATR-Chk1 als auch Uber ATM-Chk2 sowie
zur Akkumulation von p53 fuhrt. p53 bewirkt die Hochregulation des FasR und die
Initiation der Apoptose Uber den extrinsischen rezeptorvermittelten Weg. Im Vergleich zu
Monozyten sind daraus abgeleitete DCs und Makrophagen nicht sensitiv gegenliber
oxidativem Stress. Dies beruht jedoch nicht auf einem besseren antioxidativem
Schutzsystem der Zellen, sondern auf der Fahigkeit, die durch ROS induzierten DNA-

Schaden prozessieren zu kénnen.

4.1.2 Sensitivitidt von Monozyten, DCs und Makrophagen gegeniiber endogen
gebildetem ROS

Ein bedeutender patho-physiologischer Ausloser von ROS stellt die oxidierte Form des
LDLs dar (oxLDL), welches laut der ,lipoprotein-induced atherosclerosis-Hypothese zur
Entstehung von Atherosklerose beitragt (Goldstein and Brown, 1977a; Goldstein and
Brown, 1977b). oxLDL hat eine chemotaktische Wirkung auf im Blut zirkulierende
Monozyten. Dabei wird sowohl die Adharenz am Endothel als auch die anschlielende
Penetration der Monozyten in den subendothelialen Raum geférdert (Erl et al., 1998; Ang
et al., 2011). Dort differenzieren Monozyten zu Makrophagen. Makrophagen erkennen in

gleicher Weise wie Monozyten und DCs das oxLDL Uber einen ,Scavenger-Rezeptor
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(Zingg et al., 2000). Es kommt zur unkontrollierten Aufnahme von oxLDL und zur
Entwicklung von Makrophagen zu mit LDL Ubersattigten Schaumzellen (Hofnagel et al.,
2007). Sterben die Schaumzellen, so wird erneut LDL-Cholesterin freigesetzt und es
kommt zur erneuten Rekrutierung von Monozyten bzw. Makrophagen zum Ort der
Entziindung. Dies verursacht eine vermehrte Bildung von Schaumzellen, was letztlich zur
Entstehung atherosklerotischer Plaques fuhrt. Die GefalRe verharten und verdicken,

begleitet von Elastizitatsverlust und Verengung.

Nach Aufnahme von oxLDL kommt es in der Zelle zur Induktion von ROS (Hsieh et al.,
2001). oxLDL fahrt in Monozyten und Makrophagen zur Induktion der NADPH Oxidase
Nox4, welche als primare Quelle von ROS angesehen wird und in Makrophagen zur
Bildung von H,O, fuhrt (Lee et al., 2010). Es konnte gezeigt werden, dass oxLDL eine
héhere Apoptose in Monozyten im Vergleich zu Makrophagen induziert (Ermak et al.,
2008). Im Rahmen dieser Arbeit zeigte die Bestimmung der Apoptoserate, dass oxLDL in
Monozyten Apoptose induziert. Diese war signifikant héher als in DCs und Makrophagen.
Dies zeigt, dass menschliche Monozyten auch gegenuber einem patho-physiologischem
Agens wie oxLDL sensitiv sind. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass aus Monozyten
abgeleitete Makrophagen und DCs deutlich resistenter sind als Monozyten. Die in
Monozyten signifikant hdhere ESB-Rate bestatigte erneut die Beteiligung des Defekts in
BER und ESBR nach Induktion von ROS an der Apoptoseinduktion in Monozyten. Dies
lasst auch vermuten, dass die beobachteten Reparaturdefekte in Monozyten einen
Einfluss auf die Regulation der Entstehung von Atherosklerose haben. Die dadurch
bedingte hohe Sensitivitdt der Monozyten gegenuber oxLDL fuhrt zum Absterben der
Monozyten im Blut mit hohen oxLDL Konzentrationen, was die Rekrutierung weiterer
Makrophagen zu atherosklerotischen Plaques verhindert und somit der Bildung weiterer

Schaumzellen entgegenwirkt.

4.2 BER-Kapazitat humaner Monozyten und in vitro daraus
abgeleiteter DCs und Makrophagen

Zytokine spielen in vielen zellularen Prozessen wie der Zellproliferation und
—differenzierung, in der Immunantwort, im entzindlichen Geschehen und in der
Tumorgenese eine wichtige Rolle. Auch sind Zytokine in der Lage, Einfluss auf den
Resistenzstatus von Tumorzellen zu nehmen (Frassanito et al., 2001). Dies lasst auf eine

Wirkung von Zytokinen als Modulatoren der DNA-Reparatur und der durch DNA-Schaden
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induzierten Apoptose schlieRen. Es wurde gezeigt, dass Zytokine wie IL-1a, TNF-a, IL-6
und IL-12 fiir die DNA-Reparatur und somit das Uberleben der Zelle von Bedeutung sind.
In humanen Ovarialkarzinomzellen inhibiert IL-1a die Reparatur von Cisplatin-induzierten
DNA-Schaden (Benchekroun et al.,, 1993; Benchekroun et al., 1995). Dies erfolgt Gber
Inhibierung der Cisplatin vermittelten Induktion von ERCC1, einen bedeutenden Faktor
der NER (Li et al., 1998a; Li et al., 1998b). IL-6 moduliert die Bindung von KU-Proteinen
an die DNA in Lymphozyten nach Bestrahlung und kénnte so zu einer Zunahme der DNA-
Reparatur sowie Resistenz der Zellen gegentiber IR beitragen (Frasca et al., 2000). IL-12
spielt eine Rolle in der Vermeidung von Photokarzinogenese, indem es die Reparatur UV-
induzierter Lasionen férdert (Katiyar, 2007; Meeran et al., 2008). Desweiteren scheint
auch der Differenzierungsstatus der Zelle einen Einflu auf deren Reparaturkapazitat zu
haben. Es wird angenommen, dass die DNA-Reparatur in terminal differenzierten Zellen
vermindert ist, da diese nicht proliferieren und somit replikationsabhangige
Reparaturwege wie die HR nicht nutzen kénnen. Auch die NER ist in ausdifferenzierten
Zellen gehemmt, wobei transkribierte Gene weiterhin repariert werden (Nouspikel, 2007).
Ein Vergleich der BER-Kapazitdt von proliferierenden Maus-Myoblasten und deren
ausdifferenzierten nicht-proliferierenden Pendant, den Myotuben, zeigte, dass wahrend
der Differenzierung sowohl die ,long-patch® als auch die ,short-patch’ BER-Kapazitat
dramatisch abnimmt (Narciso et al., 2007). Dies wird durch die in Myotuben fehlende
Expression von Ligase | und die wahrend der Differenzierung abnehmende Expression
von XRCC1 und darauffolgender Destabilisation von Ligase llla erklart. Wahrend der in
vitro Differenzierung von humanen Monozyten zu iDCs und mDCs konnte eine Abnahme
der Sensitivitat gegenuber alkylierenden Agenzien beobachtet werden (Briegert and
Kaina, 2007). Dies wurde auf die fehlende Expression von XRCC1 und Ligase llla in
Monozyten zuruckgefuhrt, deren Expression wahrend der Differenzierung zu iDCs

verstarkt wurde.

Durch ROS induzierte oxidative Basenmodifikationen wie 8-oxoG sowie ESBs und AP-
Stellen werden Uber Proteine der BER erkannt und entfernt. Somit Iasst die durch
oxidativen Sress induzierte hohe ESB-Rate in Monozyten wie auch der Befund der
fehlenden Expression der BER-Proteine XRCC1 und Ligase llla in Monozyten (Briegert

and Kaina, 2007) einen Defekt in der BER in menschlichen Monozyten vermuten.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde in der vorliegenden Arbeit ein Zellsystem
verwendet bei dem Zytokine die Ausreifung von Monozyten zu unreifen myeloiden DCs
und Makrophagen induziert. Dies erfolgt durch die Zytokine IL-4 und GM-CSF. In einem in
vitro BER-Assay wurde die Fahigkeit zur Prozessierung einer AP-Stelle in humanen

Monozyten und daraus abgeleiteten DCs und Makrophagen untersucht. Zusatzlich wurde
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auch die BER-Kapazitat von CD34" hamatopoetischen Stammzellen, den Vorlauferzellen
der Monozyten, bestimmt. Dies ist besonders interessant, da CD34" Stammzellen die
Vorlauferzellen aller Leukozyten sind. Die im Oligonukleotid enthaltene AP-Stelle wird
bevorzugt Uber die ,short-patch BER repariert, bei der nur ein Nukleotid ausgetauscht
wird. Sie stellt die haufigste Form der BER dar. Beispielsweise wird auch die oxidative
DNA-Lasion 8-oxoG vorwiegend uber die ,short-patch® BER repariert (Fortini and Dogliotti,
2007). In Monozyten erfolgte wie auch in DCs, Makrophagen und CD34"
hamatopoetische Stammzellen sowohl der Einschnitt an der AP-Stelle durch die APE als
auch das Anfligen eines Nukleotids durch die Polpf. Jedoch waren Monozyten im
Gegensatz zu DCs, Makrophagen und CD34" hamatopoetischen Stammzellen nicht fahig
den entstandenen ESBs zu religieren, was enzymatisch durch den XRCC1/Ligase Illa-
Komplex erfolgt. Ein in vitro Ligationsassay bestatigte den in Monozyten beobachteten
Ligationsdefekt (Bauer et al., 2011).

Expressionsanalysen verschiedener BER-Proteine zeigten, dass Monozyten, DCs und
Makrophagen die BER-Proteine APE, MPG, PolB, Fen-1 und PCNA exprimieren. Diese
Proteine spielen bei der Basenentfernung, dem Einschnitt an der apurinen DNA-Stelle,
der Verdrangung des dRP-Restes, dem Einbau eines neuen Nukleotides und der ,long-
patch’ BER eine Rolle (Christmann et al., 2003). Die Glykosylase OGG1, die 8-oxoG
prozessiert, ist in Monozyten exprimiert, wobei ein vergleichsweise starkeres Signal in
DCs und Makrophagen detektiert wurde. Dies lasst vermuten, dass DCs und
Makrophagen den oxidativen DNA-Schaden 8-oxoG besser reparieren konnen als
Monozyten, was jedoch durch den in vitro OGG1-Aktivitats-Assay nicht bestatigt wurde. In
diesem in vitro Reparaturassay wurde eine vergleichsweise héhere Spaltungsaktivitat von
8-0xoG in Monozyten gemessen als in DCs und Makrophagen. Ligase |, die an der ,long-
patch’ BER beteiligt und fir die Verknlpfung der Okazaki-Fragmente wahrend der
Replikation zustandig ist, konnte in Monozyten nicht und in DCs und Makrophagen nur
schwer detektiert werden. Dies ist wohl auf die Arretierung in der G1-Phase des Zellzyklus
und die fehlende Proliferation von Monozyten, DCs und Makrophagen zuriickzufihren.
Eine fehlende Expression konnte fur die BER-Proteine XRCCA1, Ligase Illla. und PARP-1 in
Monozyten gezeigt werden. Daraus abgeleitete DCs, Makrophagen wie auch die
Vorlaufer CD34" hamatopoetische Stammzellen exprimieren diese Proteine. XRCC1 ist
fur die Koordination der BER/ESBR von grol3er Bedeutung. Es agiert als Gerustprotein
und beeinflul3t Gber Protein-Protein-Interaktionen die Aktivitat weiterer BER-Proteine. So
stabilisiert es das Ligase llla Protein Uber Protein-Protein-Interaktion (Caldecott et al.,
1994). Der XRCC1-Ligase llla-Komplex ist, wie bereits erwahnt, fur die Ligation des

wahrend der ,short-patch® BER entstandenen ESBs verantwortlich. Weitere
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Interaktionspartner von XRCC1 sind neben APE, Polf und PCNA, auch PARP-1
(Caldecott et al., 1996). Neben Basenmodifikationen werden auch ESBs Uber die BER
repariert. PARP-1 bindet an ESBs und initiilert deren Reparatur Uber Rekrutierung des
XRCC1-Ligase llla-Komplexes an den ESB (Leppard et al., 2003). In PCR-Analysen
konnte gezeigt werden, dass in Monozyten lediglich das XRCC1 und das PARP-1 Gen
herunterreguliert ist, nicht jedoch LIGllla. Die fehlende Expression von Ligase llla ist
somit auf die fehlende Interaktion mit XRCC1 und damit auf die Instabilitat des Proteins
zuruckzufiuihren. Dies deutet eine spezifische Herabregulation der XRCC1- und PARP-1-
mRNA wahrend der myeloiden Differenzierung in ausgereiften Monozyten an, was die
fehlende Ligationsfahigkeit der Monozyten wahrend der BER/ESBR und somit die hohe
ESB-Rate in Monozyten nach tert-BOOH-Behandlung erklart.

Die Regulation der Proteine XRCC1, Ligase llla. und PARP-1 erfolgt im vorliegenden
Zellsystem uber Zytokine und ist unabhangig von der DNA-Replikation, da Monozyten,
DCs und Makrophagen nicht proliferieren. Dies unterscheidet die vorliegende Arbeit von
der Untersuchung der BER-Kapazitat wahrend der Differenzierung von Muskelzellen.
Dabei wurden proliferierende Myoblasten mit ausdifferenzierten, nicht-proliferierenden
Myotuben verglichen und eine Abnahme der XRCC1- und Ligase llla—Expression
wahrend der Ausreifung beobachtet (Narciso et al., 2007). Dies flhrte zu einer Abnahme
der BER-Kapazitat im Verlauf der Muskellzell-Differenzierung, was im Widerspruch zur
Zunahme der BER-Kapazitat wahrend der Ausreifung von Monozyten steht. Demnach
kann man nicht von einer generellen Abnahme oder Zunahme der Reparaturkapazitat
wahrend der Differenzierung von Zellen sprechen. Dies ist spezifisch fir das jeweilige

Zellsystem.

Die Untersuchung der Frage, wie die Expression von XRCC1 in Monozyten reguliert ist,
zeigte, dass wahrend der Differenzierung von Monozyten zu DCs und Makrophagen die
Expression des Transkriptionsfaktors FoxM1 in Monozyten, DCs und Makrophagen fehlt.
FoxM1 induziert XRCC1 (Tan et al., 2007) und reguliert die Expression von Genen
wahrend der Replikation und Mitose. Die fehlende Expression von FoxM1 ist demnach
durch die Arretierung der Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus zu erklaren.
Interessanterweise exprimieren Monozyten kein p53. Dessen Expression wird jedoch
wahrend der Differenzierung in DCs und Makrophagen induziert. p53 fungiert als
Transkriptionsfaktor in der Regulation von Genen, welche an der Zellzyklusregulation,
DNA-Reparatur und Apoptose beteiligt sind (Lavin and Gueven, 2006). Desweiteren
wurde fur p53 gezeigt, dass es die BER stimuliert (Seo et al., 2002; Zhou et al,,
2001(Adimoolam and Ford, 2003). Zellen ohne p53 weisen eine Hypersensitivitat

gegenuber Alkylantien auf (Lackinger et al., 2001). Somit kdnnte vermutet werden, dass
167



Diskussion

p53 in Zusammenhang mit der induzierten BER-Kapazitdt wahrend der myeloiden
Differenzierung steht. Ein weiterer Transkriptionsfaktor, dessen Expression wahrend der
Differenzierung von Monozyten in DCs und Makrophagen induziert wird, ist E2F-1. E2F-1
aktiviert S-Phase-abhangige Gene, vermittelt Apoptose und stimuliert DNA-Reparatur.
E2F-1 bindet an den XRCC1-Promotor und aktiviert dessen Transkription (Chen et al.,
2008; Li et al.,, 2008; Jin et al., 2011). Auch konnte gezeigt werden, dass PARP-1
induziert wird. PARP-1 bindet E2F-1 und fungiert als Co-Aktivator der E2F-1 vermittelte
Transkription wahrend des Wiedereintritts ruhender Zellen in die S-Phase (Simbulan-
Rosenthal et al., 2003). Die Bindung von GM-CSF, das sowohl fiir die Differenzierung
humaner Monozyten in Makrophagen als auch in DCs eingesetzt wird, aktiviert durch
Bindung an seinen Rezeptor (GM-CSF-R) den MAPK- (engl. mitogen activated protein
kinase), den PI-3K/Akt/p21waf-1- und den JAK2-STAT5-Signalweg (Hercus et al., 2009).
MAPK und PI-3K/Akt/p21waf-1 fuhren unter anderem zur Aktivierung von E2F-1, was
einen Einfluss von E2F-1 an der Regulation von XRCC1 wahrend der myeloiden
Differenzierung nahelegt. Die Kinetik der Hochregulation von p53 und E2F-1 im Vergleich
zu XRCC1 lasst vermuten, dass p53 der entscheidende Faktor ist. p53 war wie XRCC1
wahrend der DC-Ausreifung nach 3 Tagen und wahrend der Makrophagen-Ausreifung
nach 2 Tagen detektierbar. Eine Zunahme des E2F-1-Proteins war hingegen wahrend der
DC- und Makrophagen-Ausreifung erst nach 6 bzw. 3 Tagen mittels Western Blot-Analyse

nachweisbar.

Untersuchungen zur Regulation der Gen-Expression von PARP-1 zeigten, dass diese
Uber eine entgegengesetzte Regulation der beiden Transkriptionsfaktoren Sp1 und NIF
erfolgt (Zaniolo et al., 2007). Sp1 aktiviert die Transkription von PARP-1, wahrend NIF als
Repressor des PARP-1-Promotors fungiert (Laniel et al., 1997). Sp1 ist gleichzeitig
Zielprotein von PARP-1; PARP-1 aktiviert Sp1. Diese synergistische und gleichzeitig
antagonistische Regulation sorgt flr eine fein abgestimmte Regulation der PARP-1
Expression. Demnach kénnte vermutet werden, dass die fehlende Expression von PARP-
1 auf eine Ubermalige Aktivitdt des Repressors NIF oder ein Fehlen des
Transkriptionsfaktors Sp1 in Monozyten zurtckzufiihren ist. Diese kénnten wahrend der
myeloiden Differenzierung herunter- oder hochreguliert werden, was zur Induktion von
PARP-1 fihren kénnte. Diese Vermutung konnte durch Expressionsanalysen von NIF und

Sp1 wahrend der Ausreifung von Monozyten zu DCs und Makrophagen Uberprift werden.

Insgesamt ist auffallend, dass die Hochregulation der untersuchten Proteine XRCC1,
Ligase llla, PARP-1, p53 und E2F-1 wahrend der Makrophagen-Ausreifung durch
Stimulation der Monozyten mit GM-CSF deutlich schneller erfolgte als in der DC

Ausreifung. Die zusatzliche Stimulation mit IL-4 scheint damit nicht nur die Expression von
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CD14 und Makrophagendifferenzierung zu unterdricken (Jansen et al., 1989), sondern
auch die Hochregulation der BER-Proteine in den ersten Tagen der DC Ausreifung. Somit
scheint GM-CSF das entscheidende Zytokin zu sein, welches die Hochregulation der
BER-Proteine bewirkt.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass das Fehlen
der BER-Proteine XRCC1, Ligase llla und PARP-1 in einer defekten BER und ESBR in
Monozyten resultiert. Die mittels Western Blot-Analyse gezeigte fehlende Expression des
Ligase llla-Proteins ist durch die ausbleibende Interaktion mit XRCC1 zu erklaren. Wie die
Regulation der Proteine XRCC1 und PARP-1 wahrend der Differenzierung von
Monozyten zu DCs und Makrophagen durch die Zytokine IL-4 und GM-CSF erfolgt ist
bisher noch unklar. Es gibt lediglich Hinweise, dass p53 oder E2F-1 die Expression der
XRCC1-mRNA beeinflussen kdnnten.

4.3 Einfluss des BER-Defekts auf die immunstimulatorische
Funktion von Monozyten

Kommt es zu einer Immunreaktion des Korpers, so werden vermehrt Zytokine
ausgeschuttet, die die Immunreaktion entscheidend regulieren. Zytokine sind kleine
I6sliche Proteine, die sowohl Wachstum als auch die Differenzierung von Zellen
beeinflussen. Monozyten, Makrophagen und DCs produzieren pro- und anti-

inflammatorische Zytokine, welche die Immunantwort férdern bzw. hemmen.

Monozyten und Makrophagen produzieren beispielsweise die pro-inflammatorschen
Zytokine IL-1 und TNFoa sowie das anti-inflammatorische Zytokin TGF-B. Eine
Bestimmung der Ausschuittung dieser Zytokine mittels ELISA nach Stimulation mit LPS
zeigte, dass in Gegenwart von ROS in Monozyten die Zytokinausschuttung vermindert
war; die Immunantwort wird gehemmt. Im Vergleich dazu wurde in Makrophagen die

Zytokinausschuttung durch ROS stimuliert.

Im Fall einer chronischen Inflammation werden so durch Makrophagen vermehrt ROS und

Zytokine, welche die Immunantwort fordern, produziert. Die ROS werden an das

umgebende Gewebe abgegeben, es kommt zum ,Oxidative Burst’. So ist nun zu

vermuten, dass der Defekt in BER und ESBR in Monozyten und die daraus resultierende

hohe Sensitivitdt gegenlber ROS auch die Menge der aus Monozyten abgeleiteten

Makrophagen und DCs reduziert. Makrophagen sind die Hauptproduzenten von ROS und
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werden indirekt von DCs uber die Aktivierung von T-Zellen stimuliert (Ueno et al., 2010).
Hierdurch kommt es moglicherweise zu einer negativen Rulckkopplung, welche zur
Vermeidung chronischer Inflammation durch ROS beitragt. Somit hatte der in dieser
Arbeit ermittelte Reparaturdefekt in Monozyten einen entscheidenden Einfluss auf die
homoostatische Regulation des Immunsystems. WeiterfUhrend koénnten Co-
Kultivierungsexperimente zeigen, ob unter Bedingungen eines ,Oxidative Burst’ die von
Makrophagen an das umgebene Medium freigesetzte ROS tatsachlich zur Abtétung der

co-kultivierten Monozyten flhrt.

4.4 Sensitivitat humaner Monozyten, DCs und Makrophagen
gegeniiber IR

IR induziert wie ROS Basenschaden, ESBs und DSBs in der DNA. Wird eine Zelle mit
1 Gy bestrahlt, entstehen tGber 1000 Basenschaden, 1000 ESBs und 20 bis 40 DSBs,
wobei den DSBs die grofRte Toxizitdt zugesprochen wird (Ward, 1988; Lobrich et al.,
1995; Rogakou et al., 1998; Dahm-Daphi et al., 2000; Golden et al., 2012). Ist die hohe
Sensitivitdt der Monozyten gegenuber oxidativem Stress auf eine verminderte
Prozessierung der DSBs zurlckzufuhren, sollten Monozyten auch gegenuber IR sensitiv
sein. Die Messung der SubG1-Fraktion zeigte, dass IR in Monozyten Apoptose induziert.
Im Vergleich dazu konnte in DCs und Makrophagen nach IR kaum eine Fragmentierung

der DNA, welche als Marker flir Apoptose dient, beobachtet werden.

Die hohe Induktion von ESBs in Monozyten nach tert-BOOH-Behandlung lie erwarten,
dass nach IR ebenso eine hohe Rate an ESBs in Monozyten fortbesteht. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass in Monozyten, DCs und Makrophagen im Bereich von 1 bis
2 Gy signifikant mehr ESBs in DCs und Makrophagen induziert werden als in Monozyten.
Nach Bestrahlung mit héheren Dosen IR (5 und 7 Gy) wurde eine vergleichbare Menge
an ESBs induziert. Auch die Kinetik der Reparatur der IR-induzierten ESBs war in allen
drei Zelltypen vergleichbar. Dies kénnte dadurch erklart werden, dass die durch IR
induzierten ,glatten“ ESBs direkt durch Ligasen wieder verschlossen werden kdnnen und
die Basenschaden entweder nicht erkannt oder komplett prozessiert werden. Demnach
sind die durch IR induzierten ESBs und Basenschaden nicht flr die Sensitivitat der

Monozyten gegeniber IR verantwortlich.

Unterschiede wurden dagegen in der neutralen SCGE in der Rate der induzierten DSBs

festgestellt. Es wurde eine signifikant héhere Bildung von DSBs in Monozyten als in DCs
170



Diskussion

und Makrophagen beobachtet. Generell wird angenommen, dass dieselbe Dosis IR in
unterschiedlichen Zellen dieselbe Anzahl an Basenmodifikationen, ESBs und DSBs
induziert, was vollkommen in Widerspruch zu dem in dieser Arbeit gezeigtem Befund
steht. Eine mdgliche Erklarung ware, dass Monozyten eine zu DCs und Makrophagen
unterschiedliche = Chromatinkondensation  aufweisen, was experimentell durch
Bestimmung der Chromatinkondensation humaner Monozyten, DCs und Makrophagen
geklart werden koénnte. In der Literatur gibt es widersprichliche Erkenntnisse zum Einfluss
der Chromatinkondensation auf die Induktion radiogener DSBs. Einerseits wurde gezeigt,
dass zwischen der DSB-Induktion und der Chromatindichte kein Zusammenhang besteht
(Brenner and Ward, 1992; Ward, 1994). Andererseits wurde beschrieben, dass die
unterschiedlich  kondensierten Chromatinkompartimente sich in der Fahigkeit
unterscheiden, Radikale einzufangen, und dass dies die zellulare Strahlenempfindlichkeit
beeinflusst (Warters and Lyons, 1992; Oleinick et al., 1994; Newman et al., 2000). Auch
gibt es Hinweise, dass in starker kondensiertem Chromatin weniger DSBs induziert

werden als in dekondensiertem Chromatin (Storch et al., 2010).

Zusatzlich zur hoheren DSB-Rate zeigten Monozyten auch eine deutlich langsamere
Prozessierung der IR-induzierten DSBs als DCs und Makrophagen. In DCs und
Makrophagen waren bereits nach 20 min etwa 50% der induzierten DSBs repariert. Zum
gleichen Zeitpunkt konnten Monozyten lediglich 10% der induzierten DSBs prozessieren.

Dies lasst eine eingeschrankte DSB-Reparatur in Monozyten vermuten.

Die Phosphorylierung des Histons H2AX am Ser139 gehért zu den friihen Ereignissen der
DNA-Schadensantwort nach Auftreten eines DSBs und wird als Marker fur DSBs
verwendet (Ismail and Hendzel, 2008; Kinner et al., 2008). Monozyten zeigten nach
30 min ein intensiveres yH2AX-Signal als DCs und Makrophagen und auch die Abnahme
der Signalintensitadt Uber die Zeit war in Monozyten langsamer als in DCs und
Makrophagen. Zusatzlich zeigte die Immunfluoreszenz-Analyse auch nach 4 h ein
hoheres residuales yH2AX-Signal in Monozyten als in DCs und Makrophagen. Dies
bestatigt die Ergebnisse der neutralen SCGE, wonach Monozyten im Vergleich zu DCs
und Makrophagen eine verminderte Reparatur der durch IR-induzierten DSBs aufweisen.
Desweiteren lasst das signifikant hdhere residuale yYH2AX-Signal in Monozyten vermuten,
dass dort die DNA-Schadensantwort aktiviert wird, die letztendlich zur Induktion von

Apoptose flhrt.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass menschliche Monozyten auch
gegenuber IR sensitiver sind als daraus abgeleitete DCs und Makrophagen. Dies ist nicht

auf eine erhéhte ESBs-Rate in den Monozyten nach IR zurlickzufiihren, sondern durch
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eine groflere Menge an induzierten DSBs im Vergleich zu DCs und Makrophagen sowie
eine vergleichsweise langsamere DSB-Reparatur in Monozyten bedingt. Die nicht-
reparierten DSBs fuhren in Monozyten zur Phosphorylierung des Histons H2AX, was auf
eine fortbestehende Aktivierung der DNA-Schadensantwort hinweist und die Induktion der

Apoptose in Monozyten erklart.

4.5 DSB-Reparatur in Monozyten, DCs und Makrophagen

Die Reparatur von DSBs findet generell Uber zwei Reparaturmechanismen statt: HR und
NHEJ (Jackson, 2002). Die HR hat zwar eine geringere Fehleranfalligkeit, bendtigt aber
eine homologe Sequenz aus der Schadensregion, weshalb sie lediglich in der S-Phase
und spaten G2-Phase des Zellzyklus stattfinden kann (Takata et al., 1998; Johnson and
Jasin, 2000). Das NHEJ dominiert in der G1- und G0-Phase des Zellzyklus (Shrivastav et
al., 2008) und ist demnach a priori in den in dieser Arbeit untersuchten Monozyten, DCs
und Makrophagen fur die Reparatur von DSBs verantwortlich, da diese nicht proliferieren.
Das NHEJ wird in C-NHEJ und B-NHEJ unterteilt, wobei im C-NHEJ gréfRere
Modifikationen der DSB-Enden stattfinden und das B-NHEJ fehleranfalliger ist. Die in
Monozyten fehlenden Proteine XRCC1, Ligase llla. und PARP-1 sind nicht nur an der
BER beteiligt, sondern bilden auch den Reparaturapparat des B-NHEJ (Audebert et al.,
2004). Aufgrund der fehlenden Expression der B-NHEJ Proteine misste in Monozyten die
DSB-Reparatur Uber das C-NHEJ erfolgen. Die nach tert-BOOH-Behandlung
persistierenden DSBs sowie die im Vergleich zu DCs und Makrophagen langsamere
Reparatur von DSBs nach IR lassen einen Defekt in der DSB-Reparatur in Monozyten
vermuten. Expressionsanalysen zeigten, dass Monozyten die Proteine Ku70, Ku80,
XRCC4 und Ligase IV wie DCs und Makrophagen exprimieren. XRCC4 und Ligase IV
sind fur die Ligation des DSBs zustandig und Ku70 und Ku80 binden an den DSB und
assoziieren mit der Kkatalytischen Untereinheit der DNA-PK (DNA-PKcs), welche
zusammen das DNA-PK-Holoenzym (DNA-PK) bilden, das fir die Reparatur eines DSBs
Uber die C-NHEJ entscheidend ist. Sowohl das Protein DNA-PKcs als auch dessen
mRNA ist in Monozyten im Vergleich zu DCs und Makrophagen nicht exprimiert. Auch war
eine enzymatische Aktivitdt der DNA-PK in Monozyten basal als auch nach Induktion
durch IR kaum nachweisbar. In DCs und Makrophagen hingegen konnte durch IR die
DNA-PK-Aktivitat klar induziert werden. Dies weist neben dem in Monozyten
beobachteten BER und ESBR-Defekt auch auf einen Defekt in der DSB-Reparatur hin.
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Somit ist die hohe Sensitivitdt der Monozyten gegeniber oxidativem Stress mit einer
defekten BER/ESBR und einem Defekt in beiden Wegen des NHEJ zu erklaren.

Durch die fehlende Expression der Reparaturproteine XRCC1, Ligase llla, PARP-1 und
DNA-PKcs wird die Toxizitat von oxidativen DNA-L&sionen in Monozyten dramatisch
verstarkt, so dass diese letztlich zum Tod der Zellen fihren. Dies kdnnte als ,Selbstmord-
Strategie der Monozyten gegenlber gentoxischem Stress betrachtet werden, der von

reparatur-kompetenten Zellen toleriert wird.

4.6 Expressionsanalysen von weiteren gentoxischen ,,Stress‘-
Genen in Monozyten, DCs und Makrophagen

Der bereits gezeigte Defekt in BER/ESBR und DSB-Reparatur in Monozyten sowie die
Hochregulation der fehlenden Proteine in DCs und Makrophagen lassen vermuten, dass
noch weitere Reparaturproteine in Monozyten nicht exprimiert werden. Ein PCR-Array
zeigte, dass die Expression fast aller wahrend der Differenzierung von Monozyten zu DCs
und Makrophagen regulierter Gene zunahm. Durch Behandlung mit IL-4 und/oder GM-
CSF werden viele differenzierungsabhangige Gene aktiviert, was diese Zunahme erklaren
koénnte. Eine Abnahme von MGMT wahrend der Differenzierung von Monozyten zu DCs
(Briegert et al., 2007) und auch zu Makrophagen widerspricht allerdings einer generellen
Zunahme der Genexpression. Auch das C-FOS Gen war in Monozyten signifikant héher
exprimiert als in DCs und Makrophagen. Das c-Fos Protein, welches mit c-Jun zum
Transkriptionsfaktor AP-1 dimerisiert, reguliert die Expression vieler an Proliferation und
Differenzierung beteiligter Gene. MicroRNA Experimente konnten zeigen, dass ein
,Silencing‘ von c-Fos flr die DC-Ausreifung aus Monozyten und fur die Funktion von DCs

notwendig ist (Dunand-Sauthier et al., 2011).

XPC gehdrt zu einem heterodimeren Komplex, der fir die NER von grol3er Bedeutung ist.
Zusammen mit HR23B erkennt XPC spezifisch UV-induzierte 6-4-Photoprodukte
(Christmann et al., 2003). Es spielt aber auch eine Rolle in der BER. Als Kofaktor der
Glykosylase OGG1 stimuliert es deren Aktivitdt, was die Prozessierung der oxidativen
DNA-Lasion 8-oxoG férdert (D'Errico et al., 2006). Sowohl der PCR-Array als auch eine
Western Blot-Analyse zeigte, dass Monozyten XPC nicht exprimieren und dessen
Expression in DCs und Makrophagen induziert ist. Aufgrund der hdheren 8-oxoG-
Spaltungsaktivitat in Monozyten ist jedoch ein negativer Einfluss des Fehlens von XPC

auf OGG1 auszuschliel3en. Desweiteren stellt sich die Frage, ob die XPC-Induktion von
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einer Induktion des DDB2-Proteins wahrend der Ausreifung von Monozyten zu DCs und
Makrophagen begleitet wird. XPC als auch DDB2 werden transkriptionell durch p53
reguliert (Adimoolam and Ford, 2003). Wie in Kapitel 4.2 diskutiert, erfolgt wahrend der
Differenzierung von Monozyten zu DCs und Makrophagen eine Induktion des p53-
Proteins. Eine Zunahme der DDB2 mRNA wurde im durchgefuhrten PCR-Array fir DCs
(slF 2,08 +0,58) gezeigt. In Makrophagen erfolgte nur in einem Spender eine Induktion
der mRNA (glF 1,82 +0,8). Da im PCR-Array nur Gene, deren mMRNA Menge in DCs und
Makrophagen beider Spender um das 2-fache von der mRNA-Menge in Monozyten
abweicht als reguliert angesehen werden, wurde folglich DDB2 in Makrophagen als nicht-
reguliert bewertet. Aufgrund der grof’en Bedeutung von XPC und DDB2 fiir die NER-
Kapazitat der Zelle, stellt sich die Frage ob es Unterschiede in der NER-Kapazitat

zwischen Monozyten, DCs und Makrophagen gibt.

Neben XPC beeinflusst auch der c-Fos-Status einer Zelle deren Sensitivitdt gegenlber
UV-Strahlung. c-Fos-defiziente Zellen weisen eine erhdhte Sensitivitat gegentber UV-C
auf (Christmann et al., 2006). Ein Einfluss der unterschiedlichen Expression von XPC und
c-Fos auf die Sensitivitat von Monozyten, DCs und Makrophagen gegeniber UV-Licht ist
bisher nicht untersucht worden. Die Sensitivitdt gegentiber UV-C kénnte durch Messung
der Viabilitdt mittels Trypan-Blau-Farbung und Apoptose mittels SubG1 Assay oder

AnnexinV/PIl-Messung Uberprift werden.

Gemal den Ergebnissen des PCR-Arrays wie auch dessen Verifizierung mittels Real-
Time RT-PCR waren nicht nur die Gene der BER-Proteine XRCC1 und PARP-1, sondern
auch APE, Fen-1 und MPG in Monozyten herunterreguliert. Entscheidend ist jedoch die
Proteinexpression. Die durchgeflinrten Western Blot-Analysen konnten die Ergebnisse
der PCR-Analysen nicht bestatigen: Die Proteine APE, Fen-1 und MPG waren in

Monozyten, DCs und Makrophagen vergleichbar exprimiert.

4.7 Sensitivitat von Monozyten, DCs und Makrophagen
gegeniiber Temozolomid

Wichtig fur eine erfolgreiche Chemotherapie ist die Unversehrtheit des Immunsystems.
Allerdings gehort Immunsuppression haufig zu den unerwinschten Nebenwirkungen einer
Chemotherapie. Die Toxizitat der eingesetzten Genotoxine wird generell durch die hohe
Proliferationsrate der Immunzellen erklart. Dabei werden ausdifferenzierte, nicht-

proliferierende Immunzellen wie Monozyten, Makrophagen und DCs oft vernachlassigt.
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Temozolomid gehort zur Gruppe der monofunktionellen methylierenden Agenzien und
wird zur Therapie von Glioblastomen und malignen Melanomen eingesetzt (Stupp et al.,
2005b; Bei et al.,, 2010). Alkylanzien haben nicht nur gegenuber Tumorzellen eine
zytotoxische Wirkung, sondern induzieren auch in Immunzellen Zelltod, was zur
Entstehung von Leukozytopenie, Lymphozytopenie und Thrombozytopenie flhrt (Batts et
al., 2007; Schwarzberg et al., 2007). Die Zytotoxizitdt von Temozolomid ist auf die
Induktion einer Vielzahl von N- und O-Alkylierungen in den Basen der DNA
zurtckzufiihren, wobei N7-MeG die haufigste Alkylierungslasion darstellt (Wyatt and
Pittman, 2006). O°-MeG ist eine vergleichsweise selten induzierte Lasion. Diese wird
durch MGMT repariert (Christmann et al., 2003). Nicht-repariert kann O°-MeG zur Bildung
toxischer DSBs wahrend der Replikation fliihren (Ochs and Kaina, 2000; Roos et al.,
2004). Fur die Reparatur von N-Alkylierungen wie N7-MeG oder N3-MeA ist die BER
verantwortlich (Christmann et al., 2003; Wyatt and Pittman, 2006). In vorangegangenen
Arbeiten wurde die Wirkung von Alkylantien auf Monozyten und aus Monozyten
abgeleiteten dendritischen Zellen untersucht. Es wurde gezeigt, dass Monozyten eine
hdhere Sensitivitat gegeniber Alkylantien aufweisen als die von ihnen abgeleiteten DCs
(Briegert et al., 2007; Briegert and Kaina, 2007). Dies wurde mit der fehlenden Expression
der BER-Proteine XRCC1 und Ligase llla erklart, deren Expression wahrend der

Ausreifung von Monozyten zu DCs hochreguliert wurden.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass Monozyten eine signifikant hohere
Sensitivitdt gegenuber Temozolomid aufweisen als daraus abgeleitete DCs und
Makrophagen. In proliferierenden Zellen stellt O°®-MeG die zytotoxische Hauptldsion von
Temozolomid dar (Roos et al., 2004). Bei Bestimmung der SubG1-Fraktion konnte gezeigt
werden, dass Monozyten und daraus abgeleitete DCs und Makrophagen in der G1-Phase
des Zellzyklus arretiert sind und somit nicht proliferieren. Daher ist die Apoptoseinduktion
in diesem Modellsystem proliferationsunabhidngig und die zytotoxische DNA-L&sion O°-
MeG sollte hierbei keine Rolle spielen. Allerdings war nach Inhibierung von MGMT durch
dessen spezifischen Inhibitor O°®-Benzylguanin eine Steigerung der Sensitivitdt in DCs,
Makrophagen und vor allem in Monozyten zu beobachten. Dies war nicht zu erwarten und
widerspricht vorherigen Untersuchungen, die zeigten, dass die Inhibition von MGMT
keinen Effekt auf die Zytotoxizitdt des Alkylanz MNNG in Monozyten und DCs hat
(Briegert and Kaina, 2007). Die MGMT-Aktivitat nahm wahrend der Differenzierung von
Monozyten zu DCs und Makrophagen signifikant ab. Daher ist die héhere Sensitivitat der
Monozyten (im Vergleich zu DCs und Makrophagen) nicht auf eine verminderte Reparatur
des 0°MeG =zuriickzufilhren. Dies bestatigte die bereits fiir die DC-Differenzierung
gezeigte Abnahme der MGMT-Aktivitat (Briegert et al., 2007). Daher sollte die Toxizitat
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von Temozolomid in Monozyten aus den induzierten N-Alkylierungen resultieren, die Uber
die BER repariert werden. Der in dieser Arbeit gezeigte Defekt in der BER und ESBR
durch die fehlende Expression von XRCCH1, Ligase lllo. und PARP-1 unterstiitzt diese
Hypothese.

Interessanterweise wurde in der vorliegenden Arbeit eine Hochregulation der beiden BER-
Proteine XRCC1 und Ligase llla. in Monozyten nach Behandlung mit Temozolomid
beobachtet. Auch in MEFs (engl. mouse embryo fibroblasts) konnte eine Induktion von
XRCC1 nach Behandlung mit dem Sy2-Alkylanz MMS gezeigt werden (Chen et al., 2008).
Allerdings zeigte ein in vitro BER-Aktivitats-Assay, das eine Steigerung der XRCC1 und
Ligase llla. Expression in Monozyten die Re-Ligationskapazitat der Zellen wahrend der
BER nicht erhoht. Dies lasst vermuten, dass das Fehlen von PARP-1, welches nicht nach
Temozolomid-Behandlung in Monozyten induziert wurde, flir die BER notwendig ist und
dessen Fehlen fur die erhohte Sensitivitdt der Monozyten gegenuber Temozolomid

mitverantwortlich ist.

Frihere Untersuchungen des DNA-Schadens nach Behandlung mit Alkylanzien zeigten
eine hohe, persistierende ESB-Rate in Monozyten (Briegert and Kaina, 2007). Zusammen
mit der Beobachtung, dass Genotoxin-induzierte ESBs in Monozyten durch den
BER/ESBR-Defekt nicht repariert werden koénnen, ist zu vermuten, dass auch nach
Temozolomid-Behandlung eine Akkumulation des DNA-Schadens erfolgt. So ist zu
erwarten, dass die induzierten ESBs nicht prozessiert werden kénnen, akkumulieren und
toxische DSBs entstehen. In nicht-proliferierenden Zellen ist das NHEJ (unterteilt in die
Wege B-NHEJ und C-NHEJ) fur die Reparatur von DSBs zustandig (Shrivastav et al.,
2008). Aufgrund der fehlenden Expression der Proteine XRCC1, Ligase lllo. und PARP-1
sowie der DNA-PKcs ist sowohl die B-NHEJ als auch die C-NHEJ in Monozyten
beeintrachtigt. Dies sollte zu einem Defekt in der Reparatur von DSBs fiihren. Die Kinetik
der yH2AX-Foci-Bildung nach Behandlung mit Temozolomid bestatigte diese Vermutung.
Die Bildung von yH2AX gehdrt zu den frihen Ereignissen nach Schadigung der DNA.
Wahrend in DCs und Makrophagen die Intensitat der yH2AX-Foci nach 24 h abnahm, was
auf Reparatur der DSBs zurlckzufuhren ist, war in Monozyten eine solche Abnahme nicht
zu beobachten: das yH2AX-Signal blieb auch 24 h nach Temozolomid-Behandlung

bestehen.

In der vorliegenden Arbeit wurde in Monozyten nach Behandlung mit Temozolomid eine
Phosphorylierung der beiden Stresskinasen ATM und ATR gezeigt, welche durch DSBs
und ESBs aktiviert werden und ihrerseits zur Aktivierung von Chk1, Chk2 und p53 fuhren.
Eine  Aktivierung des  AMT/ATR-Chk1/Chk2-p53-Signalwegs  wurde  durch
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Phosphorylierung der beiden Kinasen Chk1 und Chk2 sowie durch p53-Akkumulation
nachgewiesen. Dies konnte durch zusatzliche Experimente mit Inhibitoren der Kinasen
ATM/ATR, Chk1, Chk2 und p53 bestatigt werden (Bauer et al., 2012).

Die durch Temozolomid induzierte Zunahme der SubG1-Population, dass heildt eine
Induktion der DNA-Fragmentierung, in Monozyten, lasst vermuten, dass der Zelltod auf
Induktion von Apoptose zurlckzufihren ist. p53 akkumuliert in Monozyten nach
Behandlung mit Temozolomid. Zu den p53-abhangigen Genen gehért unter anderem der
FasR (Muller et al., 1998). Die Beteiligung des FasR an der Temozolomid-induzierten
Apoptose in Monozyten konnte in der vorliegenden Arbeit a) durch Zunahme der FASR-
mRNA, b) durch Zunnahme der membranstandigen, wie auch Idslichen Form des FasL
und c) durch Spaltung der Initiatorcaspase des rezeptorvermittelten Wegs der Apoptose,
der Caspase-8, gezeigt werden. Desweiteren bestatigte die Abnahme der Apoptoserate in
Monozyten nach Inhibition des FasR dessen Beteiligung (Bauer et al., 2012). Wird die
Apoptose Uber den rezeptorvermittelten extrinsischen Weg induziert, so werden
Caspasen aktiviert, welche letztendlich CAD (engl. caspase activated DNase) aktivieren,
welches die DNA fragmentiert und letztendlich zum Tod der Zelle flhrt (Srinivasula et al.,
1996). Die Verwendung eines globalen Caspaseinhibitors zeigte, dass die durch
Temozolomid induzierte Apoptose in Monozyten Caspasen-abhangig verlauft (Bauer et
al.,, 2012). Aber auch eine Beteiligung des mitochondrialen-vermittelten intrinsischen
Signalwegs an der Temozolomid-induzierten Apoptose in Monozyten konnte gezeigt

werden (Bauer et al., 2012).

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse vermuten, dass die durch Temozolomid
induzierten N-Alkylierungen durch die BER-Glykosylase MPG erkannt und entfernt
werden, es entstehen AP-Stellen. An diesen AP-Stellen schneidet die APE, es entstehen
ESBs. DCs und Makrophagen reparieren diese Uber die BER, wahrend Monozyten
aufgrund des Fehlens von XRCC1, Ligase lllo und PARP-1 nicht fahig sind diese zu
ligieren. Es entstehen durch Uberlagerungen von ESBs proliferations-unabhéngig DSBs,
welche von Monozyten ebenfalls nicht prozessiert werden kénnen, da ihnen nicht nur
Proteine fir ein funktionierendes B-NHEJ, sondern auch mit DNA-PKcs ein
entscheidender Faktor fur einen korrekten Ablauf der C-NHEJ fehlt. Dies fuhrt zur
Akkumulation von ESBs und DSBs, welche die DNA-Schadensantwort Uber den
AMT/ATR-Chk1/Chk2-p53-Signalweg aktivieren. p53 fihrt unter Beteiligung des
extrinsischen und intrinsischen Signalwegs zur Caspasen-abhangigen Induktion der

Apoptose.
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Insgesamt sind diese Erkenntnisse von grofRer Bedeutung fur die Chemotherapie.
Monozyten sind nicht nur sensitiv gegeniber Temozolomid, sondern auch gegentber IR.
In der Therapie von Gliomen kommt es zur Kombination von IR und Temozolomid (Stupp
et al., 2005a). Somit kann die Sensitivitat der Monozyten gegenuber Temozolomid und IR
eine Erklarung der begleitenden Immunsuppression einer solchen Therapie sein. Diese
fuhrt nicht nur zu einer Depletion von Monozyten, sondern auch daraus differenzierten
myeloiden DCs und Makrophagen, welche eine bedeutende Rolle in der sogenannten
,ftumor host defense‘ spielen (Voss et al., 2004; Melief, 2008; Nardin and Abastado, 2008).
Dies kénnte durch Patientendaten zur Monozytenzahl wahrend einer Chemotherapie mit
Temozolomid und/oder IR oder durch Verwendung eines geeigneten Mausmodells naher
analysiert werden. Gleichzeitig zeigen die Daten, dass DCs und Makrophagen Uber eine
vollstandige DNA-Reparatur-Apparat verfigen und somit gegeniuber Temozolomid und IR
induzierten DNA-Lasionen geschiitzt sind. Dies ist auch fiir die Immunvakzinierung von
Patienten mit Tumorantigen-beladenen in vitro aus Monozyten-abgeleiteten DCs von
Bedeutung (De Vleeschouwer et al., 2008). Der Befund der Aktivierung des AMT/ATR-
Chk1/Chk2-p53-Signalwegs koénnte ebenfalls von grof’er Bedeutung sein. Die gezeigte
Abnahme der Sensitivitdt von Monozyten nach Inhibition von Chk1 und Chk2 (Bauer et
al., 2012), kénnte ein Mittel darstellen, Monozyten wahrend der Chemotherapie mit
Temozolomid zu protektieren und letztlich die Nebenwirkung der Immunsuppression zu
mindern. Die verwendeten Inhibitoren sind bereits in Kombination mit einer

Chemotherapie klinisch getestet worden (Ashwell and Zabludoff, 2008).

4.8 Vergleich humaner Monozyten mit Zelllinien myeloiden
Ursprungs

Zur Charakterisierung menschlicher Monozyten werden experimentell haufig humane
myeloide Zelllinien wie MM6, THP-1 und U937 verwendet. Dies ist im Vergleich zu
primaren Monozyten, die vor jedem Experiment frisch ex vivo aus ,Buffy Coats’ isoliert
werden ein Kklarer technischer Vorteil. Limitationen hinsichtlich der Zellzahl,
Spendervariationen und auch die Kultivierungsdauer werden bei Verwendung von
Zelllinien umgangen. MM6 und THP-1 sind akute myeloische Leukamiezelllinien, die
hinsichtlich ihrer Oberflachenmarkerexpression und Eigenschaften als Monozyten-ahnlich
beschrieben wurden (Tsuchiya et al., 1980; Ziegler-Heitbrock et al., 1988). U937 ist eine
histiozytische Lymphomagzelllinie, die sowohl Monozyten- als auch Makrophagen-ahnliche

Eigenschaften aufweist (Larrick et al., 1980; Hudig and Bajaj, 1982).
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Ein Vergleich der Zelllinien MM6, THP-1 und U937 mit primdren Monozyten zeigte, dass
hinsichtlich der Expression der BER-Proteine XRCCH1, Ligase llla. und PARP-1 lediglich
MM6-Zellen alle drei Proteine nicht exprimieren. THP-1-Zellen fehlt zwar die Expression
von XRCC1 und Ligase llla, sie exprimieren aber PARP-1. U937-Zellen exprimieren wie
primare Makrophagen alle drei BER-Proteine. MM6- und THP-1-Zellen zeigten wie
primare Monozyten eine hohe Sensitivitat gegeniber den Alkylanzien Temozolomid und
MMS. Die Sensitivitat war in beiden Fallen signifikant hoher als in U937-Zellen. In allen
drei Zelllinien wurde durch Inhibition von MGMT die Sensitivitdt gegenliber Temozolomid
nicht gesteigert. Dies zeigt, dass auch in den proliferierenden Zelllinien die Toxizitat von
Temozolomid lediglich Uber die Induktion von N-Alkylierungen vermittelt wird. MM6-, THP-
1- und U937-Zellen sind wie primare Monozyten MGMT-profizient. Insgesamt war die
MGMT-Aktivitat der drei Zelllinien jedoch geringer als in primaren Monozyten, was aber

die Sensitivitat gegeniiber Alkylanzien offenbar nicht beeinflusst.

Die Zytokine IL-4 und GM-CSF induzieren wahrend der Ausreifung primarer Monozyten
zu DCs und Makrophagen die Expression der BER-Proteine XRCC1, Ligase llla und
PARP-1. Eine solche Hochregulation wurde lediglich in MM6-Zellen durch gleichzeitige
Stimulation mit IL-4 und GM-CSF erreicht. Gleichzeitig wurden auch die in THP-1-Zellen
fehlenden Proteine XRCC1 und Ligase llla durch IL-4, GM-CSF allein und durch deren
Kombination induziert. In U937-Zellen waren die Proteine bereits basal exprimiert, so

dass die Zytokin-Stimulation keine Veranderung der Proteinexpression bewirkte.

Demnach zeigen lediglich MM6-Zellen, unbehandelt und nach Stimulation mit IL-4 und
GM-CSF, den gleichen Phanotyp wie primare Monozyten. Auch in MM6-Zellen nahm die
Sensitivitat der Zellen nach 1L4/GM-CSF-Behandlung gegenuber Temozolomid und MMS
ab. Dies konnte auf die Induktion der BER-Proteine XRCC1, Ligase llla und PARP-1
zuruckzufuhren sein. Interessanterweise fuhrte die Stimulation mit IL-4 und GM-CSF in
MMG6-Zellen zu einer geringen Zunahme der MGMT-Aktivitat sowie zur Sensibilisierung
der Zellen gegeniuber Temozolomid wenn gleichzeitig MGMT inhibiert wird. Wie dieses
Phanomen zu erklaren ist, ist bislang noch unklar. Eine durch Induktion der BER-Proteine
XRCCH1, Ligase llla und PARP-1 vermutete Steigerung der BER-Kapazitat konnte mittels
eines in vitro BER-Aktivitdtassay nicht bestatigt werden. Der Assay zeigte zusatzlich, dass
MMG6-Zellen auch ohne die Anwesenheit von XRCC1, Ligase llla und PARP-1 fahig sind
die AP-Stelle vollstandig zu prozessieren. Dies konnte durch eine funktionelle ,long-
patch’BER erklart werden, die den Defekt der ,short-patch* BER kompensiert. Mit Fen-1,
Ligase I, Pold, Pole und PCNA teilen sich ,long-patch‘ BER und DNA-Replikation eine

Vielzahl von Proteinen. Untersuchungen zeigten auch, dass ,long-patch’ BER vermehrt in
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replizierenden Zellen, aber nicht in nicht-proliferierenden Zellen stattfindet (Akbari et al.,
2009). Zusatzlich sollte das Ergebnis des durchgefuhrten in vitro BER-Assays durch einen

in vitro Ligationsassay (Bauer et al., 2011) verifiziert werden.

Zusammenfassend zeigte der Vergleich primarer Monozyten mit den myeloiden Zelllinien
MM6, THP-1 und U937, dass es hinsichtlich der Proteinexpression und Sensitivtat
gegeniber Alkylanzien Ubereinstimmungen zwischen primaren Monozyten und MM6-,
sowie THP-1-Zellen gibt. Es gibt jedoch gravierende Unterschiede hinsichtlich der
Reparaturkapazitat. Die Zelllinie U937 ahnelt in ihrem Verhalten eher primaren
Makrophagen. Auch ist zu bedenken, dass an dieser Stelle nicht-proliferierende
Primarzellen mit proliferierenden Zelllinien verglichen werden und Proliferation den
Reparaturstatus einer Zelle stark beeinflussen kann. Dennoch scheint die myeloide
Zelllinie MM6 geeignet um die GM-CSF- und GM-CSF/IL-4-vermittelte Induktion der Gene
XRCC1 und PARP-1 ndher zu analysieren. Dies koénnte beispielsweise durch

Transfektionsexperimente mit p53-siRNA oder E2F1-siRNA erfolgen.
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5 Zusammenfassung

Monozyten wie auch DCs und Makrophagen sind ein wichtiger Bestandteil des
angeborenenen unspezifischen Immunsystems. Ein Kennzeichen dieser Zellen ist die
Produktion von ROS =zur Abtétung von Pathogenen. Im Fall von chronischen
Entzindungen oder Infekten kann es zu einer explosionsartigen Freisetzung freier
Radikale kommen (,Oxidative Burst’). Aus vorangegangenen Untersuchungen war
bekannt, dass die Expression der beiden BER-Proteine XRCC1 und Ligase Illa. wahrend
der Ausreifung humaner Monozyten zu iDCs und mDCs induziert wird (Briegert and
Kaina, 2007). Dies lies vermuten, dass Monozyten aufgrund einer defekten BER eine
hohe Sensitivitat gegeniber ROS aufweisen. Um diese Hypothese zu Uberprifen, wurde
die Wirkung von ROS auf humane Monozyten und daraus abgeleiteten DCs und
Makrophagen untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass
Monozyten eine hohe Sensitivitdt gegenuber oxidativem Stress aufweisen, was auf eine
hdéhere ESB-Rate zuriickzufihren war. Ursache hierfir ist das Fehlen der BER-Proteine
XRCC1, Ligase llla und PARP-1. Die fehlende Expression dieser Proteine resultierte

letztendlich in Monozyten in einem Defekt der BER und DNA-Einzelstrangbruchreparatur.

Die Proteine XRCCH1, Ligase llla und PARP-1 sind auch Bestandteil des B-NHEJ-
Apparats, was auf eine Beeintrachtigung der Monozyten hinsichtlich der Prozessierung
von DSBs schlieRen lasst. Zur Untersuchung dieser Vermutung, wurde die Wirkung von
IR auf Monozyten, DCs und Makrophagen bestimmt. Monozyten zeigten eine signifikant
hohere Sensitivitat gegeniber IR als DCs und Makrophagen, was auf eine erhéhte DSB-
Rate in den Monozyten nach IR zurickzufiihren war. Expressionsanalysen und ein DNA-
PK-Aktivitats-Assay zeigten zusatzlich, dass Monozyten keine DNA-PKcs, ein
bedeutender Faktor des C-NHEJ, exprimieren. Somit haben Monozyten sowohl einen
Defekt im B-NHEJ als auch im C-NHEJ und sind demnach nicht in der Lage, DSBs zu

reparieren.

Auch gegenitber dem Alkylanz und Chemotherapeutikum Temozolomid bewirken die
Reparaturdefekte eine hohe Sensitivitdt der Monozyten. Zur Therapie von Hirntumoren
werden neben der Operation, die Bestrahlung und Chemotherapie mit Temozolomid
angewendet. Die hohe Sensitivitat von Monozyten gegeniber IR und Temozolomid
konnte eine Erklarung fir die starke Immunsuppression bei einer derartigen Therapie

sein.
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6 Anhang

6.1 CD-Antigene

Tabelle 6.1: CD-Antigene humaner Monozyten, DCs und Makrophagen.

Monozyten DCs Makrophagen
CD4 CD1a, b, c,d CD4

CD9 CD11b, ¢ (myeloid) CD11a, b, c
CD11a, b, c CD15u (myeloid) CD15u

CDw12 CD21 (follikular) CD16

CD13 CD23 (follikular) CD23 (aktiviert)
CD14 CD35 (follikular) CD26

CD15 CD37 (myeloid) CD37

CD15u CD39 CD39

CDw17 CD40 CD40

CD25 CD80 CD45R0O, RB
CD30 CD83 CD61

CD31 CD85 CD63

CD32 CD86 CD64

CD33 CD101 CD68

CD35 CD111 (myeloid) CD69 (aktiviert)
CD36 CD112 (myeloid) CD70

CD37 CD148 CD74

CD45R0, RA, RB CD157 (follikulr) cDs87

CD49a, b, d, e, f CD177 (myeloid) CD88

CD50 CD203c (myeloid) CD89

CD52 CD204 (myeloid) CD203c

CD57 CD205 CD105 (aktiviert)
CD62L CD206 (Subpopulationen) CD111

CD63 CD207 (Langerhans Zellen) CD112

CDo64 CD208 (Intergiditative DCs in | CD115

CD65 lymphoiden Organen) CD119

CD68 CD209 CDw121b
CD74 CD252 CD153 (aktiviert)
CDws84 CD256 (myeloid) CD155

CD86 CD257 (myeloid) CD163

CcD87 CD258 (unreif) CD169 (Subpopulationen)
CD89 CD271 (follilkulzr) CD177

CD91 CD273 CD204

CD92 CD274 CD206

CD93 CD275 CDw210

CD97 CD276 (Subpopulationen) CD256

CD101 CD277 CD257

CD102 CD289 (Subpopulationen) CD280 (Subpopulationen)

CD105 (aktiviert)
CD111
CD112
CD114
CD115
CD116

CD300a, c, e

CD301 (unreif)

CD302

CD303 (Subpopulationen)
CD304 (Subpopulationen)
CD312 (Subpopulationen)
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CD119
CDw121b
CDw123

CD127

CDw136

CD142

CD148

CD155

CD156a

CD157

cD162

CcD163

CD168

CD171

CD172a

CD177

CD203c

CD204

CDw210
CD213a1, 2
CD226

CD256

CD257

CD273 (aktiviert)
CD274 (aktiviert)
CD276 (aktiviert)
cD277

CD281

CD282

CD284 (schwach)
CD300a, c, e
CD302

CD305

CD312

CD315 (aktiviert)
CD322

CDw328
CDw329

CD319 (Subpopulationen)
CD320 (follikular)
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6.2 Primer des PCR-Arrays

Tabelle 6.2: Liste der auf dem PCR-Array untersuchten Gene mit jeweiligem Primerpaar.

Gen up low

ACTB TGGCATCCACGAAACTACC GTGTTGGCGTACAGGTCTT
AKT1 ATTGTGAAGGAGGGTTGG TGAAGGTGCCATCATTCT
APE AGGATTAGATTGGGTAAAGGA GCTGGTAGTTTGTTCTCTG
ARHGDIA TCGTTTGTGCTGAAGGAG TCATGCCGGACACTATCT
ATG3 AGGACAATATAAGGCTTCAA TTCCAACAATCCACTCTC
ATG7 GAACCTCAGTGAATGTATG AACCTTGTCCAAGTCTAA
ATM CAAGATGTTCATAGAGTT TGAGGAAGATAGTAAGAG
BAX ATCAGATGTGGTCTATAATG CAGAAGGCACTAATCAAG
BCL-2 CGACTCCTGATTCATTGG TCTACTTCCTCTGTGATGT
BECN1 GGATGGAAGGGTCTAAGA CTGTGGTAAGTAATGGAG
BID GAAGACAGGCTGGAAGATA GTGTGGATGATATGAAGGC
BIRC3 TGGTAATGAGATGTGATG GTAAAGAGGTTCTGAGTC
BRCA1 AAGACTTCTACAGAGTGAA CAGTTCCAAGGTTAGAGA
BRCA2 AACAACAATTACGAACCAA AACATTCCTTCCTAAGTCTA
CASP2 GAGAGAAAGAACTGGAATT TCTGGTCACATAGAACAT
CCNA1 ATTTCAACACAGTTTCCC CAGCATATTCAGTCACATT
CCNB1 CCTTCGGAGAGCATCTAA CATAGTTAGTTCCATCAGGTATT
CCNE1 GCAAATAGAGAGGAAGTC ATTAACCAATCCAGAAGAAT
CD44 GGACCAATTACCATAACTATT AGGATTCGTTCTGTATTCT
CDC25A GTGAAGAACAACAGTAATC TGAGGTAGGGAATGTATT
CDC25B CGTGACCTTGATTGAGTT TCCCGGAAGTTTGCTAAA
CDKN1A TACATCTTCTGCCTTAGT TCTTAGGAACCTCTCATT
CDKN1B ACAGCTCGAATTAAGAATA CTTATACAGGATGTCCATT
CHK1 CCACCTCTTCATAACAACAA TAAATCACAATCGCCACTC
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CHK2

C-JUN

CXCR4

CYP1A1

CYP1B1

DDB2

DDIT3

ERCC1

FANCC

FASL

FASR

FEN-1

FOS

GADD45A

GAPDH

GPX1

GSTM1

HIF1A

HMOX1

HSP90AA1

HSP1B

HUS1

ICAM1

IL6

ITGB1

LAMP1

LIG I

GCACTGTCACTAAGCAGAAAT

ATGGAAACGACCTTCTATG

GCCTTACTACATTGGGAT

CTGCTTAGCCTAGTCAAC

TCCGTCCCCATCCCAATC

TTTAACCCTCTCAATACCA

ACTGAGCGTATCATGTTAA

AGGAAGAAATTTGTGATAC

AGATGTATGAAGCCTTGAA

CAATCTTACCAGTGCTGAT

TTATCTGATGTTGACTTGAGTAA

CGGGAGAATGACATCAAG

TCAGTGGAACCTGTCAAGA

ATCCACATTCATCTCAAT

CATGAGAAGTATGACAACAG

GCCAAGAACGAAGAGATT

ACTATCCTTCGTGAACATC

TATTTGCGTGTGAGGAAA

CAACAAAGTGCAAGATTC

AGTTATCCTACACCTGAA

GGACTTTGACAACAGGCT

TGTTATCTATGTCAAGCAGTA

AAGAAGATAGCCAACCAATGT

CCAATCTGGATTCAATGA

GAGGATTACTTCGGACTTCA

GCTCCAAAGAAATCAAGACTGT

GAAGTGGCAACAGAGAAG
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AGGCACCACTTCCAAGAG

TCTTGGGGTTACTGTAGC

ACAGTGTTCTCAAACTCA

GGTAGGTAGCGAAGAATAG

CCTCACTGGAAGCTTTAACT

CTACTAGCAGACACATCC

CAGGTGTGGTGATGTATG

TGTGTAGATCGGAATAAG

AGACAACATAAGCACCAT

AATCCCAAAGTGCTTCTC

GGCTTCATTGACACCATT

AACAGCAATCAGGAACTG

TGGATGATGCTGGGAACA

GTAACTACAAAGGTATTTCA

ATGAGTCCTTCCACGATA

TCGAAGAGCATGAAGTTG

AGACACAACCACTAACAG

CATCTGTGAGAACCATAAC

AGAAAGCTGAGTGTAAGG

CATCATCGCTTACTTCTT

GCTTGTTCTGGCTGATGT

CGGTTCTTGTAAGTCCTT

TACACGGTGAGGAAGGTT

GTTCCTCACTACTCTCAA

GCTGGTGTTGTGCTAATG

GGTGCCACTAACACATCTG

CTTTGGAGGTCTTTAGGG
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LIG Il

LIG IV

MDM2

MGMT

MMP3

MMP 7

MMP 13

MPG

MRE11

MSH2

NOS2

NOS3

NOX1

OGG1

PARP-1

PCNA

POLD1

POLE

PTEN

RAC1

RADS51

REV1

REV3L

RHOA

RHOB

SELE

SOD1

GCTATATGTCTTTGGCTTTC

TGAGCACATTGAGAAGGA

ATCTTGATGCTGGTGTAA

CTCTTCACCATCCCGTTT

GAAGTTACTAGCAAGGACCTC

TTGATAAGCACTGTTCCT

GGCTCTTAATGGTTATGAC

CAACCGAGGCATGTTCAT

GCCTGTCCAGTTTGAAAT

CTTCTTCTGGTTCGTCAGTATAGA

AATCCAGATAAGTGACATAAG

CAAGGAGACGAAGAGAAC

CTCTCCAGCCTATCTCAT

AAGAGGTGGCTCAGAAAT

GAACGACCTGATCTGGAA

TTACCATAGAGATGAATGAACCA

TCTGGGATGATGATGATGC

TTTGGCATTTGACATTGAG

ATCATCAAAGAGATCGTTA

ATCAGTTACACAACCAAT

AATTAGTTCCAATGGGTTT

AACACATATTATTGCCACAA

AGTGTCATTAGTATCAGGAA

CCGATGTTATACTGATGTG

TGATCGTGTTCAGTAAGGAC

GCTATGACTTATGATGAG

TCTGTTTCAATGACCTGTATT
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GGAATAGGCACAGTTCTT

CAGTAGGAGAAGCACCAA

AGGCTATAATCTTCTGAGTC

AATCACTTCTCCGAATTTCAC

TCCAGCTCGTACCTCATT

GCAAGTATAGATGAATAAGACA

GCACTTATCTTCTTAACTTCT

TGGAGATGTTCATGCAGAAG

GGTTGCCATCTTGATAGTT

ATCATTCTCCTTGGATGCCTTAT

CTCCACATTGTTGTTGAT

TGGAGTCTTGTGTAGGATA

AATGTCACATACTCCACTG

GATGTTGTTGTTGGAGGAA

CACTTGCTGCTTGTTGAA

AGTGTCACCGTTGAAGAG

GTGTTCTGCCTCCATCTC

AATCATCATAATCTGGTCTGT

ACCTTACTACATCATCAATA

CGTAATCTGTCATAATCTTC

TGAAGTAGTTTGTCAAGC

GAATGTAGGAGAGGAGTC

TGTAGGAGGTAGGGAATA

ACAGAAATGCTTGACTTC

CAATGTCGGCCACATAGTT

ATTCCAATCCAGTAATAAC

GCCTCATAATAAGTGCCATA
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TIAM1

TIMP2

TOPO2A

TOPO2B

TREX1

TXNRD1

TP53

TP63

TP73

VCAM1

WEE1

WRN

WRNIP1

XPA

XPC

XRCC1

XRCC3

XRCC4

TAATGCTCTGAATCCTAGTC

AAGGAAGTGGACTCTGGAA

ACGGTGTTGGATATTCTAAG

ATAACATTCCAACCAGAT

TCATGTGAAGAGGGAGAC

CGAAATTATGGATGGAAAGTC

AGCACTAAGCGAGCACTG

ATTGTTCTCCGTTCGTTGATA

CACTTTGAGGTCACTTTC

TGTCATTGAGGATATTGGAA

TTCCAGAGATTAAGACAA

AAGATGTGCTGTAGAAGAA

CTGGAGACCAACGAAATC

AAGGAAGTCCGACAGGAA

ACACCTACTACCTCTCAA

GAGGAAGTTGGATTTGAA

CATTGTTCTGTCTTTCCT

GTGTGAGTGCTAAGGAAG
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GAAACAGAAGAGGCTTTG

CTTTGAACATCTTTATCTGCTTGA

AAGCGAGCCTGATTATTC

GGCAATTTCTTTCCATTA

GAAGTTGGAGAGGGTGAG

GAGCCAATGTGATTCTGTA

ACGGATCTGAAGGGTGAAA

GTAAGGGTCAGGGCAGTA

ATCTGGCAGTAGAGTTTC

ATAACTGTATTCTTGGGTGAT

ATATTCACTTGAGGAGTC

TCGTAACTATACACAATGGA

TAATGTCACAAACCTTATGC

ACACGCTGCTTCTTACTG

TAAATAGCAAATCTCCTTTCC

ATTTAGGTCTCTTGGGAA

CTCCTTTACCGATTTCAG

CTCATCATAGACTGGATCTC
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6.3 Ergebnis des PCR-Arrays

Tabelle 6.3: Ergebnis des PCR-Arrays von Monozyten, DCs und Makrophagen.
Induktionsfaktoren der Genexpression in DCs und Makrophagen zweier verschiedener
Spender im Vergleich zu Monozyten. Expression der Monozyten wurde gleich 1 gesetzt.
ACTB-PCR diente jeweils als Abgleich der eingesetzten RNA-Menge. *: die
Expressionsanalyse der Gene CYP1A1, POLD1, VCAM1, SELE, WEE1, P63, TREX1,
MMP13, NOS3, NOX1, CDC25A, P73 und MMP3 wurden wegen mangelnder Qualitat aus
der Auswertung ausgeschlossen.

Spender | Spender Il
Gen IF DC IF Mph IF DC IF Mph
»DDRY
APE 4,10 5,12 2,16 1,99
ATM 1,67 1,91 0,94 0,73
BRCA1 2,03 2,04 0,99 0,71
BRCA2 2,13 1,69 1,29 0,81
DDB2 2,05 2,55 2,11 1,31
ERCC1 0,84 2,57 0,49 1,02
FANCC 2,90 3,28 1,69 1,87
FEN-1 4,41 4,24 5,56 4,11
GADD45a 1,48 2,43 2,02 1,57
HUS1 1,00 1,73 1,27 0,90
LIGI 2,39 2,98 1,75 1,17
LIG I 0,71 0,85 0,57 0,43
LIG IV 2,66 2,78 1,84 0,88
MGMT 1,56 1,89 1,15 1,13
MPG 4,75 3,91 2,53 2,16
MRE11a 1,52 2,38 1,44 1,25
MSH2 1,73 1,52 1,12 0,49
OGG1 2,58 3,90 1,07 1,42
PARP-1 4.44 3,85 3,67 1,77
PCNA 1,67 2,04 1,27 1,09
POLD1 * * * *
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POLE
RADS51
REV1
REV3L
TOPO2B
TOPOIIA
TREX1
WRN
WRNIP1
XPA
XPC
XRCC1
XRCC3
XRCC4

»Otress Signaling“

AKT1
ARHGDIA
BIRC3
C-JUN
CYP1A1
CYP1B1
DDIT3
FASL
FASR
FOS
GPX1
GSTM1
HIF1A
HMOX1
HSPA1B
IL6

3,65
1,49
1,13
0,45
3,11

3,89

1,45
4,64
0,61
8,32
2,44
1,88
1,26

3,18
0,96
1,44
1,43

6,87
8,32
5,01
6,84
0,39
2,29
1,75
0,85
0,78
8,59
1,39

1,56
1,00
1,44
0,84
5,64

10,00

2,43
4,85
0,66
8,57
3,55
1,50
1,93

4,37
2,05
0,85
0,62

6,93
9,60
0,28
7,46
0,36
3,27
1,32
4,32
0,67
6,02
0,25
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1,95
1,42
0,84
0,54
2,03

2,49

1,67
3,13
0,49
5,98
1,76
1,70
0,95

1,01
1,33
0,50
0,37
1,56

7,68

1,21
2,26
0,31
6,44
2,51
1,16
1,16

2,41
0,98
0,99
0,56

5,43
4,48
0,39
3,75
0,14
1,35
1,73
2,02
0,25
1,95
0,11
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MDM?2
NOS2
NOS3
NOX1
RAC1
RHOA
RHOB
SOD1
TIAM1
TP53
TP63
TP73
TXNRD1
WEE1

Llumor assoziiert*

CD44
CXCR4
ICAM1
ITGB1
LAMP1
MMP13
MMP3
MMP7
SELE
TIMP2
VCAM1

uwZellzyklus/Zelltod“

ATG3
ATG7
BAX

1,23
2,07

1,92

1,74
0,84
3,43
4,85

2,10

0,01

2,86

4,24
1,65

1,55

2,24
2,25

1,54
4,73
0,87
2,06
1,90

3,26

2,53

4,12
1,23
4,27

10,07

2,52

0,02

3,28

5,37
2,69

1,41
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1,18
1,39

0,63
2,45
0,65
1,19
3,43

1,91

0,76

1,60
1,33
1,72
5,47

1,85

0,00

2,07

0,97
1,28

1,37

1,31
1,09

0,77
2,38
0,24
1,23
1,58

0,88

1,25

1,87
0,72
1,05
4,81

1,25

0,06

1,48

1,06
1,36

0,71
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BCL2
BECN1
BID
CASP2
CCNA1
CCNB1
CCNET1
CDC25A
CDC25B
CDKN1A
CDKN1B
CHK1
CHK2
GAPDH
HSP90AA1
PTEN

1,34
3,59
0,92
6,77
93,28
3,95
3,95

2,39
29,56
1,84
6,75
1,74
1,02
0,92

3,11

1,22
5,23
1,47
5,42

48,00
4,74
1,95

2,87
19,95
2,66
6,97
1,37
2,33
0,71
4,55

194

0,58
1,40
0,67
7,07

109,35
4,74
3,49

2,95
12,89
2,41
7,63
1,18
0,95
0,60
2,15

0,60
1,54
0,66
2,12
47,20
4,93
1,62

1,85
6,48
1,80
4,81
0,44
2,00
0,18
1,37
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