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1. Einfihrung

1. Einflhrung

In der folgenden Einleitung werden alle Themen behandelt, die fir die vorliegende
Studie von Bedeutung sind. So werden zuerst Gentoxine, welche die DNA schadigen,
diskutiert. AnschlieBend wird auf die verschiedenen DNA-Reparatur-Mechanismen
eingegangen. Diese gewahrleisten genomische Stabilitat und schitzen den
Organismus vor Tumor-Entstehung, indem sie DNA-Schéaden reparieren. Danach wird
die Induktion von Zelltod behandelt. Dieser kann auftreten, wenn die DNA-Reparatur
nicht erfolgreich war und der im Genom verbleibende DNA-Schaden eine kritische
Schwelle Uberschreitet. AbschlieRend wird die Zielsetzung der vorliegenden Studie

dargestellt.

1.1. Gentoxine

Als Gentoxine (auch Genotoxine) bezeichnet man alle chemischen Agenzien sowie
andere aulere Einflisse (z.B. ionisierende Strahlung [IR]), welche eine Wirkung auf
die DNA, also das Erbgut, haben und dieses schadigen. Die entstehenden DNA-
Schaden sind dabei, abhdngig von dem einwirkenden Gentoxin, sehr vielfaltig und
kénnen als Folge DNA-Mutationen induzieren, wenn sie durch entsprechende
Schutzmechanismen der Zelle, der DNA-Reparatur, nicht korrekt repariert wurden.
Diese Mutationen, das heil3t stabile Verdnderungen der DNA-Basensequenz, sind
potentiell karzinogen und kénnen Tumor-Erkrankungen auslosen, falls wahrend der
Proteinbiosynthese aufgrund der Mutation eine veranderte Proteinmenge oder ein
funktionsverandertes bzw. funktionsloses Genprodukt gebildet wird. Besonders wichtig

sind hierbei Mutationen in Proto-Onkogenen und Tumorsuppressorgenen.

Gentoxine spielen jedoch nicht nur eine entscheidende Rolle bei der Tumor-
Entstehung, sondern auch bei deren Therapie, da sie unter bestimmten Bedingungen
stark zytotoxisch wirken und dadurch Tumorzellen, aber auch gesunde Zellen, abtoten.
Daher werden Gentoxine routinemaRig in der Klinik als Zytostatika zur Behandlung
verschiedener Tumore verwendet. Weiterhin treten sie auch in der Umwelt und im
Lalltaglichen Leben* auf. Aus diesem Grund ist der Mensch ihnen permanent
ausgesetzt. So sind Gentoxine zum Beispiel in der Nahrung (Jagerstad and Skog,
2005) und im Sonnenlicht oder in hoher Konzentration im Tabakrauch (Hecht, 1999)
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1. Einfihrung

enthalten. Aber auch eine zunehmende Verschmutzung der Umwelt lasst die

Konzentration der Gentoxine, denen der Mensch ausgesetzt ist, ansteigen.

Im Folgenden werden Gentoxine, welche in der Klinik als Zytostatika verwendet
werden, besprochen. AnschlieBend wird eine spezielle Klasse der Zytostatika, die
alkylierenden Agenzien, detailliert beschrieben, da in der vorliegenden Studie der
Fokus der Untersuchungen bei dieser Substanzklasse lag. Zwei weitere Gentoxine, die
ebenfalls in der vorliegenden Studie Verwendung fanden, aber in den nachfolgenden
Kapiteln nicht weiter besprochen werden, da sie keine Bedeutung in der
Tumor-Therapie haben, sind die ultraviolette Strahlung (UVC) und das
Haemophilus ducreyi cytolethal distending toxin (HACDT). UVC ist eine Komponente
des Sonnenlichts, die jedoch vollstdndig von der Atmosphére absorbiert wird und daher
nicht die Erdoberflache erreicht. Trifft es jedoch auf die DNA wirkt es sehr stark
gentoxisch, da es Intrastrang-Quervernetzungen induziert (Pfeifer, 1997). Hier sind vor
allem die so genannten Thymindimere, die auftreten wenn sich zwei benachbarte
Thyminbasen kovalent miteinander verbinden, von Bedeutung. HACDT ist ein
bakterielles Toxin, das zur Gruppe der CDTs (Cytolethal distending toxins) gehdort und
von Haemophilus ducreyi, dem Ausldser des Weichen Schankers, synthetisiert wird.
CDTs besitzen eine Endonuklease-Aktivitdt und sind in der Lage, nach Kontakt mit
Nukleinsduren DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) zu induzieren (Frisan et al., 2003;
Thelestam and Frisan, 2004).

1.1.1. Gentoxische Tumor-Zytostatika

In der Klinik werden verschiedene Klassen von Zytostatika zur Tumor-Therapie
eingesetzt. Obwohl Zytostatika darauf abzielen, Tumorzellen entweder zu téten oder
eine replikative Seneszenz zu induzieren, ist der zellulare Angriffspunkt der Zytostatika
jedoch sehr unterschiedlich. Im Folgenden wird lediglich die Gruppe der Zytostatika
besprochen, welche entweder direkt oder indirekt die genomische DNA der Zellen

schadigen und dementsprechend den Gentoxinen zuzuordnen sind.

Eine wichtige Klasse der Zytostatika sind die so genannten Topoisomerase-Hemmer,
deren Wirkung vorwiegend auf der Inhibition der DNA-Topoisomerasen basiert. Hier

unterscheidet man zwischen Inhibitoren der Topoisomerase | und Il. Ein haufig
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verwendeter Vertreter der Topoisomerase I-Hemmer ist Topotecan (TPT), das bei
Eierstockkrebs (Peng et al., 2008) und bei Lungenkarzinomen (Nicum and O'Brien,
2007) eingesetzt wird, falls die Primartherapien nicht wirken. Zu den Topoisomerase II-
Hemmern zahlt zum Beispiel Etoposid (ETO), welches unter anderen bei
Lungenkarzinomen (Ganti et al., 2007) und Hodenkrebs (Flechon et al., 2008) aber
auch zur Behandlung des Ewing-Sarkoms (Balamuth and Womer, 2010) verwendet

wird. Beide Zytostatika wurden in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Eine weitere sehr haufig eingesetzte Gruppe von Zytostatika sind die Platinanaloga, zu
denen auch Cisplatin (CDDP) zahlt. Der Hauptwirkmechanismus von CDDP, aber auch
von anderen Vertretern dieser Gruppe, beruht auf der Bildung von Inter- und
Intrastrang-Quervernetzungen der DNA, was zur Blockierung der DNA-Replikation und
der Transkription fuhrt (Jamieson and Lippard, 1999). CDDP wird unter anderem bei
Hoden- (Flechon et al., 2008), Gebarmutterhals- (Pectasides et al., 2008) und
Eierstockkrebs (Steer, 2009) sowie bei Tumoren der Kopf- und Halsregion (Specenier
and Vermorken, 2009) eingesetzt. Weiterhin haben so genannte ,Interkalanzien* eine
grol3e Bedeutung in der Klinik. Sie interkalieren in die DNA und verursachen durch
diese nicht-kovalente DNA-Bindung ebenfalls eine Blockierung der DNA-Replikation
und der Transkription. Hierzu zahlt Doxorubicin (DOX), das neben der Wirkung als
interkalierendes Agens zuséatzlich die Topoisomerase Il hemmt und bei der
Behandlung verschiedener Tumore, wie Blasen- (Yafi et al., 2011), Brust- (Andreetta et

al., 2010) oder Magentumore (Scartozzi et al., 2007), eine Bedeutung hat.

Aulerdem finden auch Antibiotika in der Tumortherapie Anwendung. Ein solches
Antibiotikum ist das Glykosid Bleomycin (BLEO), das von dem Actinobakterium
Streptomyces verticillus synthetisiert wird und DNA-Strangbriche induziert (Chen et
al., 2008). In der Klinik wird es haufig in Kombination mit CDDP oder ETO eingesetzt.
Auch physikalische Gentoxine werden in der Tumortherapie angewendet. Hier ist vor
allem IR von Bedeutung. Sie wird bei verschiedenen Tumoren, wie zum Beispiel dem
malignen Hodgkin-Lymphom (Gocheva, 2010), angewendet und erzeugt neben
anderen Lasionen DNA-Einzel- sowie -Doppelstrangbriiche (ESBs, DSBs) (Jeggo and
Lobrich, 2006). Als Vertreter der IR wurde in der vorliegenden Studie y-Strahlung

eingesetzt, welche durch eine [**'Cs]-Quelle erzeugt wurde.
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1.1.2. Klinisch verwendete Alkylanzien

Eine spezielle Klasse der klinisch verwendeten Zytostatika ist die Gruppe der
alkylierenden Agenzien. Hierzu z&hlen alle chemischen Substanzen, die bei Kontakt
mit der DNA Alkylgruppen auf diese Ubertragen. In der Regel sind hiervon vor allem die
Basen der Nukleinsduren betroffen. Eine Reihe dieser Verbindungen wird ebenfalls in
der Tumortherapie eingesetzt. Hierbei sind besonders die so genannten
Chlorethylanzien und die Methylanzien von Bedeutung. Die Chlorethylanzien sollen nur

am Rande erwéhnt werden, da sie in der vorliegenden Studie nicht verwendet wurden.

Zu den in der Klinik verwendeten Substanzen dieser Gruppe gehdrt zum Beispiel
Fotemustin (FM), das unter anderem zur Behandlung von malignen Melanomen (Li and
McClay, 2002) und Glioblastomen (Addeo et al., 2009) eingesetzt wird. Dabei wird die
toxische Wirkung dieser Verbindungen durch die Bildung von O°-Chlorethylguanin (O°-
CIEtG) als kritische DNA-L&sion vermittelt. Nach der Induktion von O°-CIEtG kommt es
Uber  verschiedene  Zwischenschritte zur Bildung von  DNA-Interstrang-
Quervernetzungen als sekundéare und toxische DNA-Schaden (Tong et al., 1982).
Diesem Mechanismus entgegen wirkt das DNA-Reparaturenzym O°-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase (MGMT), welches O°-CIEtG unmittelbar nach dessen Induktion
durch Entfernen der Chlorethylgruppe repariert (Kaina et al., 2007). In diesem Fall
kommt es weder zur Bildung der DNA-Interstrang-Quervernetzungen noch zur

toxischen Wirkung der Substanzen.

Ahnlich den chlorethylierenden Agenzien verhalten sich die Methylanzien. Sie
methylieren die Basen der DNA an insgesamt 13 verschiedenen Positionen (Beranek,
1990; Kaina et al., 2007). Dabei ist — abhangig von der Alkylierungs-Position — die
biologische Relevanz der verschiedenen induzierten DNA-L&sionen sehr
unterschiedlich. Die Alkylanzien lassen sich entsprechend dem bei der Alkylierung
zugrunde liegenden Substitutions-Mechanismus in Sy1- und Sy2-Alkylanzien (Sy1 bzw.

Sn2 steht dabei fur nukleophile Substitution 1. bzw. 2. Ordnung) unterteilen.

Sn1-Agenzien induzieren neben anderen Lasionen die O°-Methylguanin-Lasion (O°-
MeG), welche als besonders kritisch anzusehen ist. Zu dieser Gruppe zahlen zum
Beispiel Temozolomid (TMZ) und Dacarbazin (DTIC). Wahrend TMZ in der Klinik als

Therapeutikum gegen Glioblastome und maligne Melanome eingesetzt wird (Bei et al.,
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2010), findet DTIC vor allem bei Weichteilsarkomen (Maki et al., 1989) sowie Hodgkin-
Lymphomen (Kuruvilla, 2009) und ebenfalls bei malignen Melanomen (Mouawad et al.,
2010) Verwendung. Ein weiterer Vertreter ist das Model-Agens N-Methyl-N'-Nitro-N-
Nitrosoguanidin (MNNG) (Gichner and Veleminsky, 1982), das nicht in der Klinik
eingesetzt wird, jedoch vergleichbare DNA-Schaden induziert. Sowohl TMZ als auch
MNNG wurden in der vorliegenden Doktorarbeit verwendet. Die Sy2-Alkylanzien
induzieren nur in sehr geringem MaRe die O®-MeG-Lésion. Sie sind aus diesem Grund
weniger toxisch als die Syl-Alkylanzien. Jedoch haben sie eine hohe Affinitat zum
Stickstoff in den DNA-Basen. Dadurch verursachen sie starker als die Syl-Alkylanzien
Alkylierungen an den Stickstoffatomen der heterozyklischen Ringsysteme, welche
ebenfalls eine biologische Relevanz aufweisen und in hoher Frequenz toxisch wirken.
Als Vertreter der Sy2-Alkylanzien ist zum Beispiel Methylmethansulfonat (MMS) zu
nennen (Wyatt and Pittman, 2006), das allerdings keine klinische Bedeutung hat. Es

wurde ebenfalls in dieser Studie verwendet.

Der DNA-Schaden 0O°MeG wirkt sehr toxisch. Dabei ist der fir die Toxizitét
verantwortliche Mechanismus sehr komplex (Abb. 1). O®-MeG wird &hnlich dem O°-
CIEtG durch MGMT repariert und ist in diesem Fall weder toxisch noch mutagen (Lees
et al, 2002). Wird die Lasion jedoch nicht durch MGMT repariert, weil die
entsprechende Zelle das Enzym nicht exprimiert, geht O°>-MeG im n&chsten DNA-
Replikationszyklus mit sehr hoher Wahrscheinlichkeit eine Fehlpaarung mit Thymin
anstelle von Cytosin ein (Toorchen and Topal, 1983). Unmittelbar danach erfolgt die
Erkennung der gebildeten Basen-Fehlpaarung durch die Proteine der Basen-
Fehlpaarungs-Reparatur (Mismatch-Reparatur, MMR). Diese ist absolut unerlasslich
fur die Induktion der Toxizitat durch O®-MeG (Karran and Bignami, 1994).

Von der (durch die MMR erkannte) Basen-Fehlpaarung ausgehend sind zwei Modelle
beschrieben worden, welche den Mechanismus der O°-MeG-induzierten Toxizitét
erklaren (Kaina et al., 2007). Der so genannten DSB-Hypothese zufolge kommt es
aufgrund der MMR zur Elimination des Thymins. Da auf dem urspringlich
geschéadigten DNA-Strang jedoch immer noch O®-MeG vorliegt, paart es wéhrend des
Verschlusses der Licke erneut mit Thymin. Die Folge sind sich wiederholende MMR-
Zyklen und ein Kollaps der DNA-Replikationsgabel wahrend der nachsten Replikation
(Ochs and Kaina, 2000). Als ultimativ toxische und sekundare DNA-Schaden entstehen
auf diese Weise DSBs, die im zweiten Zellzyklus nach der 0O°-MeG-Induktion auftreten

(Quiros et al., 2010) und vorwiegend durch die homologe Rekombination (HR) repariert
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werden (Roos et al., 2009). Ist die Reparatur-Kapazitat jedoch erschopft, induzieren

diese DSBs sehr effektiv Apoptose.

In einem alternativen Modell flhrt die Erkennung der Basen-Fehlpaarung nicht zur
Induktion von DSBs, sondern zur direkten Rekrutierung und Aktivierung von ATR
(AT and Rad3 related) durch das MMR-System (Yoshioka et al., 2006). Als Folge
dessen kommt es Uber die Aktivierung von CHK1 (CHK1 protein kinase) und p53
(Tumor protein p53) zur Induktion von Apoptose. Wird die Basen-Fehlpaarung
zwischen O°%MeG und Thymin von den MMR-Proteinen nicht erkannt, paart das
fehlerhaft-eingebaute Thymin wahrend der darauf folgenden DNA-Replikation mit
Adenin. Somit kommt es zum Basenaustausch (eine Transition wird induziert) und
damit zu einer potenziell karzinogenen DNA-Mutation im Genom, die eine maligne

Transformation ausldsen kann (Branch et al., 1993).

—G—
—C—

i«— Alkylierendes Agenz (z.B. TMZ)
—G—— MGMT —0¢-MeG—
—c— ——cC
l<— DNA-Replikation (1. Zellzyklus)

——G—— _ MGMT  —05MeG— —A—
<— —>

— T —T — T

C T
omwm C oY !

T T

—G— —Q08-MeG— Mutationen

—C— P

l<— DNA-Replikation (2. Zellzyklus)

HR
DSB-Reparatur <—— Akkumulation von DSBs

l l

Uberleben Apoptose

Abb. 1 Modell zur O ®-MeG-induzierten Toxizitat. Vereinfachte Darstellung der verschiedenen
Signalwege, die zur Induktion von Mutationen, DNA-Reparatur oder Apoptose fuhren. Das
alternative Model, in welchem die Aktivierung von ATR ein zentrales Ereignis darstellt, wird hier
nicht bericksichtigt.
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In der Klasse der so genannten N-Alkylierungen spielen vor allem das N7-
Methylguanin (N7-MeG) sowie das N3-Methyladenin (N3-MeA) eine wichtige Rolle
(Abb. 2). Beide Lasionen werden gewohnlich Uber die Basen-Exzisions-Reparatur
(BER) sehr effizient repariert. Findet jedoch die Reparatur beider Lasionen aufgrund
einer Sattigung der BER-Kapazitat nur unzureichend statt, kdnnen sie die DNA-
Replikation blockieren. Waéhrend die N3-MeA-Lasion dabei per se einen
Replikationsblock verursacht, unterliegt N7-MeG einer spontanen Depurinierung,
dessen Konsequenz daraufhin ebenfalls eine Blockade der DNA-Replikation sein kann
(Nikolova et al., 2010; Roos and Kaina, 2006). Die Folge ist — wie im Fall von 0°-MeG
— eine Akkumulation von DSBs als sekundare DNA-Schéden, die toxisch wirken, falls

sie nicht effizient repariert werden.

Weiterhin kénnen ESBs oder apurine Stellen, die wahrend des BER-
Reparaturprozesses als Reparaturintermediate entstehen, wéhrend der DNA-
Replikation zu DSBs fuhren und Apoptose induzieren (Ochs et al., 2002; Wyatt and
Pittman, 2006). AuRerdem ist es denkbar, dass Uberlappende ESBs zu DSBs fiihren,
wenn sie auf beiden Seiten des DNA-Stranges gegeniber liegend, in einer Entfernung

von etwa zehn Nukleotiden, lokalisiert sind.

l<— Alkylierendes Agenz (z.B. MMS) —>l

—N7MeG— _ Depurinierung —N3MeA—
——Cc— —T
BERl \ / lBER
—G— L —A—
c Replikations-Block T

l

HR
DSB-Reparatur <—— Akkumulation von DSBs

l l

Uberleben Apoptose

Abb. 2 Model zur N 7-MeG- und N3-MeA-induzierten Toxizitdt. Vereinfachte Darstellung der
verschiedenen Signalwege, die zur Induktion von DNA-Reparatur oder Apoptose fuhren.
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1.2. DNA-Reparatur

DNA-Reparatur ist ein Sammelbegriff fir eine Reihe von Schutzmechanismen, die
prokaryotische und eukaryotische Zellen entwickelt haben, um Schaden der DNA zu
reparieren. Dabei sind die DNA-Reparatur-Mechanismen auf spezifische DNA-
Lasionen abgestimmt und im Laufe der Evolution konserviert worden. Im Folgenden
wird auf die DNA-Reparatur-Mechanismen eingegangen, welche bei der zellularen

Reaktion auf Alkylanzien-induzierte DNA-L&sionen von Bedeutung sind.

1.2.1. O®-Methylguanin-DNA-Methyltransferase

Das DNA-Reparatur-Enzym MGMT ist ein 22 kDa grofRes Protein, dessen zellulare
Funktion das Entfernen von Alkylierungen an der O°-Position des Guanins von
Nukleinsduren ist (Pegg, 2000). Die Reparatur findet in einer einstufigen Reaktion statt,
wahrend der die Alkylgruppe vom Sauerstoff des Guanins auf einen Cystein-Rest in
der katalytischen Tasche des Enzyms ubertragen wird (Kaina et al., 2007). Dabei
nimmt die Transfer-Rate mit zunehmender GrofRe der Alkylgruppe ab, so dass
beispielsweise Methylgruppen des O°-MeG schneller entfernt werden als Ethyl- und
Propylgruppen (Pegg, 1990). Wahrend der Katalyse der oben beschriebenen Reaktion
wird das Enzym inaktiviert, wobei ein Alkylrest auf ein MGMT-Molekul Ubertragen wird.
Das hat zur Folge, dass die Anfangsmenge an MGMT-Molekiilen, die in der Zelle zum
Zeitpunkt der Alkylanzien-Exposition vorliegt, sowie die Rate der MGMT-Neusynthese
die MGMT-Reparatur-Kapazitat determiniert. AbschlieBend wird das inaktivierte
MGMT-Protein ubiquitiniert und daraufhin proteosomal degradiert (Srivenugopal et al.,
1996; Xu-Welliver and Pegg, 2002).

Aufgrund der beschriebenen Enzym-Aktivitat ist MGMT ein wichtiger zellularer
Schutzfaktor gegeniiber Alkylierungen an der O°-Position des Guanins. Es verhindert
zum Einen 06-Alkylguanin-induzierte Mutationen (Hansen et al.,, 2007; Kaina et al.,
1991) und schitzt dadurch vor der Entstehung von Tumoren (Becker et al., 1997;
Dumenco et al., 1993; Nakatsuru et al.,, 1993). Zum Anderen verleiht es Zellen
Resistenz gegenuber alkylierenden Agenzien (Meikrantz et al., 1998; Tominaga et al.,
1997).
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Aufgrund der klinischen Verwendung von Alkylanzien, wie zum Beispiel TMZ, das
vorwiegend zur Therapie von Glioblastomen eingesetzt wird, besitzt MGMT eine
klinische Bedeutung, da das Enzym einen Erfolg der Tumortherapie beeinflusst. So
mildert es nicht erwiinschte Nebenwirkungen, welche durch die systemische
Applikation von TMZ und anderen Alkylanzien (zum Beispiel Carmustin [BCNU])
ausgelost werden und determiniert zusammen mit anderen Faktoren die Sensitivitat
des Tumors gegentiber dem Zytostatikum. Dies ist bei der Planung der Therapie von
Bedeutung, da die MGMT-Expression aufgrund epigenetischer Regulationen sehr
variabel ist (Costello et al., 1994). So variiert die Expression nicht nur in groRem Mal3e
Gewebe-abhangig, wobei im Gehirn in der Regel sehr wenig zellulares MGMT-Protein
vorliegt, sondern auch inter-individuell (Gerson et al., 1986; Grafstrom et al., 1984). Die
Variabilitat der Expression in Tumoren ist sogar noch groRBer. Hier zeigen
beispielsweise Brust-, Darm- oder Lungentumore eine sehr hohe MGMT-Expression,
wahrend in Gliomen, malignen Melanomen und Pankreaskarzinomen sehr wenig
MGMT exprimiert wird (Chen et al., 1992; Margison et al., 2003; Preuss et al., 1996).
Insgesamt besitzen 5 % der soliden Tumore unabh&ngig vom Ursprung Uberhaupt kein
MGMT, in der Gruppe der Gliome sind es sogar 17 bis 30 % (Citron et al., 1993;
Preuss et al., 1995).

Die Wichtigkeit dieser Daten wird durch klinische Studien verdeutlicht, welche eine
Korrelation der MGMT-Expression und des Ansprechens der Gliomzellen auf die
Behandlung mit BCNU (Belanich et al., 1996) beziehungsweise Lomustin (CCNU) und
TMZ (Glas et al., 2009) nachweisen. Weiterhin sind beachtliche Variationen in der
Expression innerhalb individueller Tumore mdglich, da einige Tumorzellen MGMT

exprimieren und andere Zellen desselben Tumors nicht (Lees et al., 2002).

1.2.2. Basen-Fehlpaarungs-Reparatur

Die MMR eliminiert Basen-Fehlpaarungen, welche einerseits spontan aufgrund
fehlerhafter DNA-Replikation entstanden sind oder andererseits durch Basen-
Deaminierung, Oxidation oder Methylierungen induziert wurden (Modrich and Lahue,
1996; Umar and Kunkel, 1996). Somit stellt die MMR einen sehr wichtigen zellularen
Schutzmechanismus dar, welcher die Mutationsfrequenz im Genom reduziert und

daher die genomische Stabilitat erhalt. Verdeutlicht wird dies durch das Lynch-
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Syndrom (oder hereditares non-polypdses Kolonkarzinom), einer autosomal-dominant
vererbten Form des Darmkrebses, bei der essentielle Gene der MMR mutiert sind
(Fishel et al., 1994; Papadopoulos et al., 1994).

Der molekulare Mechanismus der MMR kann in drei funktionelle Abschnitte unterteilt
werden (Christmann et al., 2003). Zuerst findet die Erkennung der DNA-Lasion statt,
danach erfolgt die DNA-Strang Diskriminierung und abschlieRend die Basen-Exzision
und Neusynthese der DNA. Die Erkennung der DNA-L&sion (zum Beispiel ein G/T-
Fehlpaarung) wird durch den MutSa-Komplex, bestehend aus den Proteinen MSH2
(MutS homolog 2) und MSH6 (MutS homolog 6), gewahrleistet. Dieser &ndert
Adenosin-5'-Triphosphat (ATP)-abhangig die Konformation, so dass der Komplex mit
der Nukleinsdure assoziieren und auf ihr hinweg gleiten kann (Gradia et al., 1999).
AnschlieBend bindet der MutLa-Komplex, der aus den beiden MutL-homologen
Proteinen MLH1 (MutL homolog 1) und PMS2 (Postmeiotic segregation increased 2)
aufgebaut ist (Li and Modrich, 1995), ebenfalls ATP-abhéngig an den MutSa-Komplex.

Die nun folgende DNA-Strang-Diskriminierung, bei der der DNA-Tochterstrang, der die
fehlerhaft eingebaute Base tragt, detektiert wird, erfolgt durch das Wandern des
Reparaturkomplexes entlang der DNA entweder bis zu einer Nukleotid-Liicke zwischen
zwei Okazaki-Fragmenten auf dem Tochterstrang oder bis zum freien 3'-Terminus des
parentalen DNA-Strangs. Liegt die fehlerhaft eingebaute Base auf dem Tochterstrang
ausgehend vom Reparaturkomplex strangabwarts in 3'-Richtung, beginnt die Basen-
Exzision durch Assoziation der Exonuklease | an den Reparaturkomplex. Danach
entfernt diese Exonuklease I, welche ausschlie3lich eine 5 — 3’ Nuklease-Aktivitat
besitzt, bis zu mehrere hundert Basen des Tochterstrangs, wobei der dadurch
entstandene einzelstrangige DNA-Bereich durch Bindung von RPA-Proteinen an den
parentalen DNA-Strang stabilisiert wird. Die Basen-Exzision wird so lange fortgefihrt,
bis die fehlerhaft eingebaute Base ausgeschnitten wurde (Stojic et al., 2004).
AbschlieRBend erfolgt die Neusynthese des Tochterstrangs durch die Polymerase ©

(Pol ) (Longley et al., 1997) und der Verschluss der Liicke durch eine DNA-Ligase.

Die Schadens-Erkennung kann anstelle des MutSa-Komplexes ebenfalls durch den
MutSB-Komplex erfolgen (Palombo et al., 1996). In diesem Fall geht MSH2 eine
Bindung mit MSH3 (MutS homolog 3) ein. Beide Komplexe unterscheiden sich in der
Bindungsaffinitdt zu spezifischen Fehlpaarungen, wobei der MutSa-Komplex an

Basen-Basen-Fehlpaarungen und Insertions- bzw. Deletions-Fehlpaarungen bindet
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(Umar and Kunkel, 1996), wahrend der MutSB-Komplex ausschlielich Insertions- bzw.

Deletions-Fehlpaarungen erkennt (Genschel et al., 1998; Palombo et al., 1996).

1.2.3. Basen-Exzisions-Reparatur

Die BER st fur die Reparatur von geschadigten Basen, die zum Beispiel durch
Oxidation, Alkylierung oder Deaminierung entstehen, verantwortlich. Aber auch apurine
Stellen, welche durch spontane Hydrolyse entstehen, werden vom BER-System
erkannt und repariert. Unter den alkylierten Basen werden vor allem N-alkylierte Purine
Uber den BER-Signalweg eliminiert. Diese werden zum Beispiel durch MMS oder TMZ
induziert. Die Exekution der BER erfolgt Uber zwei verschiedene Mechanismen, die
SP-BER (short-patch BER) und die LP-BER (long-patch BER) (Christmann et al.,
2003), wobei die Unterschiede beider Signalwege hauptséchlich in der Anzahl der
substituierten Nukleotide liegen. Wahrend bei der SP-BER nur das geschadigte
Nukleotid ausgetauscht wird, werden wahrend der LP-BER hingegen zusatzlich einige
Nukleotide in 5-Richtung der Lasion substituiert. Obwohl verschiedene Hypothesen
formuliert wurden, ist die Frage, welcher Mechanismus Anwendung findet, noch
weitestgehend ungeklart (Robertson et al., 2009). Eine der Hypothesen schlagt
beispielsweise vor, die Entscheidung sei abhangig vom ATP-Gehalt in der Nahe der
DNA-Lasion (Petermann et al., 2003).

Durch die SP-BER wird eine zuvor induzierte Basen-Schadigung durch eine DNA-
Glykosylase erkannt. Mittlerweile sind 11 DNA-Glykosylasen beschrieben, die in
Abhangigkeit ihrer Enzymaktivitat in Typ | und Typ Il Glykosylasen unterteilt werden.
Typ | Glykosylasen katalysieren ausschlie3lich die Hydrolyse der N-glykosidischen
Bindung. Ein Vertreter dieser Gruppe ist die N-Methylpurin-DNA-Glykosylase (MPG)
(O'Connor and Laval, 1991), welche N-alkylierte Purine (zum Beispiel N7-MeG)
detektiert. Typ Il Glykosylasen, zu denen die 8-Oxoguanin-DNA-Glykosylase (OGG1)
(Rosenquist et al., 1997) zahlt, die 8-Oxoguanin erkennt, besitzen zuséatzlich eine AP-
Lyase-Aktivitat. Durch die Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung durch die DNA-
Glykosylase wird eine apurine oder apyrimidine Stelle gebildet. Erfolgte diese
Hydrolyse durch eine Typ | Glykosylase, spaltet anschlieRend eine AP-Endonuklease
(APE) das DNA-Ruckgrad durch Loésen der Phospho-Diester-Bindung, so dass ein
ESB in 5’-Richtung der abasischen Stelle entsteht (Robson and Hickson, 1991; Wilson
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and Barsky, 2001). Analog zur Spaltung der DNA durch die APE erfolgt die Spaltung
des DNA-Ruckgrads durch die Typ Il Glykosylase (O'Connor and Laval, 1989). In
diesem Fall ist der ESB jedoch in 3'-Richtung zum geschadigten Bereich lokalisiert.
AnschlieBend wird die abasische Stelle ausgeschnitten und nachfolgend ein neues
funktionelles Nukleotid eingefiigt. Beide Reaktionen werden durch die Polymerase 3
(Pol B) katalysiert (Matsumoto and Kim, 1995; Singhal and Wilson, 1993; Sobol et al.,
1996). AbschlieRend erfolgt die Ligation der ESB-Enden durch die Ligase Il (Lig IlI)
(Wei et al., 1995).

Weiterhin hat XRCC1 (X-ray repair cross-complementing protein 1) wahrend der SP-
BER eine wichtige, koordinierende Rolle (Robertson et al., 2009). Es interagiert mit der
APE (Vidal et al., 2001), der Pol B und der Lig Ill (Robertson et al., 2009). Da es selbst
keine enzymatische Aktivitat besitzt, wirkt es vorwiegend als Gerustprotein, welches

den Reparatur-Prozess koordiniert.

Wahrend der LP-BER kommt es nach dem Abspalten der Pol B zu einer zusétzlichen
DNA-Synthese durch die Polymerasen & oder € (Pol 8, Pol €) (Stucki et al., 1998).
Dadurch wird der urspringliche DNA-Strang, der die Lasion trug, teilweise verdrangt
und nachfolgend abgespalten. Die Abspaltung des ausgeklappten DNA-Bereichs
erfolgt dabei durch die Endonuklease FEN1 (Flap structure-specific endonuclease 1)
(Kim et al., 1998). Ein weiterer essentieller Faktor des LP-BER ist PCNA
(Proliferating cell nuclear antigen) (Frosina et al., 1996), welches mit FEN1 (Wu et al.,
1996) und auch mit den entsprechenden Polymerasen interagiert und diese koordiniert.
Die Ligation des zurtckbleibenden ESB erfolgt wahrend der LP-BER vorwiegend durch
die Ligase | (Lig I) (Srivastava et al., 1998).

Weiterhin ist das DNA-Reparaturenzym Poly-ADP-Ribose-Polymerase-1 (PARP1) ein
wichtiger Modulator, der die BER stimuliert. Einem weitgehend akzeptierten Modell
zufolge bindet PARP1 nach der Induktion von Ubermafligem DNA-Schaden, der Uber
das normale Mal3 hinausgeht, an die gebildeten ESBs und schiitzt diese vor der
Degradation, wenn die BER-Kapazitat erschopft ist (Woodhouse and Dianov, 2008).
Das aktive PARP1 katalysiert dann die Poly-ADP-Ribosylierung verschiedener
Zielproteine, zu denen auch PARP1 selbst z&hlt. Dies ermdglicht die Dissoziation von
PARP1 von der DNA, wenn wieder ausreichend BER-Proteine zur Verfligung stehen,
und die bessere Rekrutierung von BER-Proteinen zum Schadensort. Auf3erdem
interagiert PARP1 mit der Lig Ill (Leppard et al., 2003), der Pol 3 (Dantzer et al., 2000)
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und XRCC1 (Caldecott et al., 1996; Masson et al., 1998). Die Rekrutierung von XRCC1
zum DNA-Schaden ist reduziert, wenn beide Proteine aufgrund einer Mutation in

PARP1 nicht miteinander interagieren kénnen (ElI-Khamisy et al., 2003).

1.2.4. DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur

Die DSB-Reparatur ist ein sehr wichtiger Mechanismus zum Schutz der Zellen gegen
DSBs, welche, wie schon in den vorangegangenen Kapiteln diskutiert wurde, bei
unzureichender Reparatur zu Chromosomen-Aberrationen oder zum Zelltod flhren
kénnen. Die Reparatur der DSBs findet Uber zwei verschiedene Mechanismen statt,
die als HR und Nicht-Homologe-Endverknipfung (Non-homologous end joining, NHEJ)
bekannt sind (Jackson, 2002). Im Folgenden wird zuerst auf den MRN-Komplex sowie
auf ATM (Ataxia telangiectasia mutated) und ATR eingegangen. Alle drei Faktoren
spielen bei der DSB-Reparatur eine wichtige Rolle und sind fir die vorliegende Studie
von besonderer Bedeutung. Danach werden beide Signalwege im Uberblick und
getrennt voneinander diskutiert. Dabei wird auch die frGhe Erkennung der DSBs
thematisiert. Dieser Prozess bildet die Grundlage zur darauf folgenden DSB-Reparatur.

AbschlieRend wird auf die Regulation der DSB-Reparatur eingegangen.

1.2.4.1. MRN-Komplex, ATM und ATR

Der MRN-Komplex besteht aus den DNA-Reparatur-Proteinen MRE11
(Meiotic recombination 11 homolog 1), RAD50 (RAD50 homolog) und Nibrin (NBN,
alias NBS-1) und besitzt vor allem wichtige Funktionen wahrend der friilhen Erkennung
der DSBs. Der Kern des Komplexes besteht aus zwei Molekilen MRE11, welche ein
stabiles Homodimer bilden. AnschlieBend bindet an jedes der beiden MRE11-Proteine
ein Molekil NBN und RADS50, so dass jeder MRN-Komplex aus jeweils zwei Molekilen

der drei Proteine aufgebaut ist (Lamarche et al., 2010).

MRE11 besitzt eine Exo- und Endonuklease-Aktivitait gegen einzel- und
doppelstrangige DNA sowie eine intrinsische DNA-Binde-Aktivitdt (de Jager et al.,
2001a), die Uber zwei C-terminale DNA-Bindedoméanen vermittelt wird (Rupnik et al.,

2008). Dies ermoglicht eine direkte Verkniipfung von zwei DSB-Enden. Dabei binden
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die beiden MRE11-Molekile, welche in einem MRN-Komplex enthalten sind, jeweils
ein DSB-Ende. Da diese Fixierung Uber kurze Distanzen erfolgt, wird sie als so

genanntes ,Kurzstrecken-Halten“ bezeichnet (Lamarche et al., 2010).

NBN hingegen besitzt am N-Terminus eine FHA- und eine BRCT-Doméne, die
phospho-spezifische Protein-Protein-Interaktionen vermitteln, und am C-Terminus eine
MRE11-Bindedomane und ein ATM-Interaktions-Motiv (Rupnik et al., 2008). Weiterhin
sind im zentralen Bereich diverse SQ-Motive, Konsensus-Sequenzen fur ATM und
ATR, lokalisiert, an denen NBN wahrend der DNA-Schadensantwort phosphoryliert
wird (Kobayashi et al., 2002). NBN selbst besitzt keine Enzymaktivitat und wirkt daher
im gesamten Prozess der DSB-Reparatur als Modulator fir verschiedene Proteine.
Wenn beide Allele betroffen sind, verursachen hypomorphe Mutationen im NBN-Gen,
die zur Bildung von verklrzten Proteinen mit residualen Funktionen fihren, das
Nijmegen-Breakage-Syndrom (NBS) (Carney et al., 1998; Matsuura et al., 1998; Varon
et al., 1998). Patienten dieser Erbkrankheit zeigen ein gestértes Immunsystem,
Microzephalie, die in der Regel nicht mit einer geistigen Retardation einhergeht,
Wachstums- und Entwicklungsverzégerungen, sowie eine starke Pradisposition zu
verschiedenen Tumor-Erkrankungen bereits im Jugendalter. Auf zelluldrer Ebene
wurden eine erhohte Chromosomen-Brichigkeit und eine Hypersensitivitat gegeniber

IR beobachtet (The-Nijmegen-Breakage-Syndrome-Study-Group, 2000).

RADS0, die dritte Komponente des MRN-Komplexes, besitzt ein N-terminales Walker
A- und ein C-terminales Walker B-Nukleotid-Bindemotiv, die beide stabil miteinander
assoziieren und eine ATP-Bindekassette/ATPase-Doméane formen (Hopfner et al.,
2001; Hopfner et al., 2000), welche ATP-abhéngig mit dem zweiten RAD50-Molekil im
MRN-Komplex assoziieren und anschlieend an die DNA binden (de Jager et al.,
2001b). Durch die Interaktion der beiden Walker-Motive faltet sich das Protein, wobei
der mittlere Bereich einen flexiblen Arm bildet, an dessen Ende sich ein Zinkfinger-
Motiv befindet (Hopfner et al., 2002). Uber dieses Zinkfinger-Motiv kénnen zuséatzlich
Interaktionen zu RADS50-Proteinen anderer MRN-Komplexe erfolgen. Somit wird
einerseits eine Assoziation eines schon fixierten DSB mit einem homologen DNA-
Molekil moglich und andererseits kdnnen zwei DSB-Enden durch die Interaktion
verschiedener MRN-Komplexe miteinander verknipft werden (Lamarche et al., 2010).
Beide RAD50-vermittelte Interaktionen werden als ,Langstrecken-Halten bezeichnet,
da hier eine Assoziation Uber groRRere Entfernungen mdglich ist (Lamarche et al.,
2010).
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ATM spielt, wie der MRN-Komplex, eine wichtige Rolle wahrend der DSB-Reparatur.
Homozygote Mutationen im ATM-Gen verursachen das Louis-Bar-Syndrom (auch
Ataxia telangiectasia [AT]) (Gatti et al., 1988; Savitsky et al., 1995), eine autosomal-
rezessiv vererbte Krankheit, die zahlreiche klinische und zellulare Eigenschaften mit
dem NBS teilt (Shiloh, 1997). Als Serine/Threonin-abhangige Proteinkinase ist ATM ein
Mitglied der so genannten PIKK (Phosphatidylinositol 3-kinase-related kinases)-
Familie, zu der insgesamt sechs Proteinkinasen zahlen. Am N-terminalen Bereich
besitzt ATM so genannte HEAT-Wiederholungen, Uber die eine direkte Bindung mit
NBN vermittelt werden kann (You et al., 2005). Am C-Terminus sind jeweils eine
PI13-K-, eine FAT- und eine FATC-Domane lokalisiert (Lavin, 2008). Dabei besitzt die
P13-K-Domaéane eine enzymatische Aktivitat und gewahrleistet die Kinase-Funktion von
ATM, wobei dessen Aktivierung durch die Auto-Phosphorylierung von drei Serin-
Resten (Serin-367, Serin-1893 und Serin-1981) erfolgt. Im Gegensatz dazu haben die
anderen beiden Domanen modulatorische Eigenschaften. Wahrend die FAT-Doméane
stabilisierend auf den C-terminalen Bereich wirkt, indem sie mit der PI3-K-Doméane
interagiert, reguliert die FATC-Domane die Kinase-Aktivitat der P13-K-Domé&ne (lijima
et al., 2008).

ATR, ein weiterer Vertreter der PIKK-Familie, ist ebenfalls eine Serine/Threonin-
abhangige Proteinkinase (Cimprich and Cortez, 2008), die anders als ATM eine hohe
Affinitat zu ESBs aufweist, dennoch aber in der DSB-Erkennung und -Reparatur
involviert ist (Shiotani and Zou, 2009). Wie ATM besitzt ATR jeweils eine PI3-K-, eine
FAT- und eine FATC-Doméane am C-Terminus, die vergleichbare Funktionen besitzen
(Cimprich and Cortez, 2008). Im Gegensatz dazu ist der mittlere Bereich sowie der N-
Terminus, auf dem Interaktionsmotive fiir Co-Faktoren wie zum Beispiel NBN oder
ATRIP (ATR interacting protein) lokalisiert sind, im Vergleich zu ATM und anderen
Mitgliedern der PIKK-Familie wenig konserviert. Anderungen im ATR-Gen filhren zu
einer Erbkrankheit, dem autosomal-rezessiv vererbten Seckel-Syndrom, dass vor allem
durch extreme Kleinwilchsigkeit gekennzeichnet ist. In diesem Fall liegen hypomorphe
Mutationen vor, welche verdnderte Splice-Varianten verursachen und die Expression
des Wildtyp-Proteins stark reduzieren (O'Driscoll et al., 2003). Ein kompletter Verlust
des ATR-Proteins ist hingegen schon wahrend der Embryonalentwicklung letal (Brown
and Baltimore, 2000).
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1.2.4.2. Homologe Rekombination

Die HR ist ein wichtiger Mechanismus zur Reparatur von DSBs (Abb. 3). Sie ist
evolutiondr stark konserviert und daher sowohl in pro- als auch in eukaryotischen
Zellen zu finden. Im Zellzyklus besitzt sie vorwiegend in der S- und G2-Phase des
Zellzyklus eine grol3e Bedeutung und spielt eher eine untergeordnete Rolle in der G1-
und der GO-Phase des Zellzyklus. Bedingt durch den Reparatur-Mechanismus, bei
dem entweder ein homologes Chromosom oder ein Schwesterchromatid als Vorlage
fur die Reparatur verwendet wird, fuhrt die HR zu einer Rekombination der DNA-

Strange und damit zu einer fehlerfreien Reparatur des DSB.

DNA-Doppelstrangbruch-Erkennung

Die ersten Schritte der zellularen Schadensantwort, mit welcher die Erkennung der
DSBs beginnt, ist die Rekrutierung des MRN-Komplexes in die unmittelbare Néhe der
Bruchstelle und die darauf folgende Bindung an das Histon 2AX (H2AX) (Kobayashi et
al., 2002), was zur Folge hat, dass die DSB-Enden von Beginn an in rGumlicher Nahe
zusammengehalten werden. Wahrend der Rekrutierung des MRN-Komplexes zum
DSB erfolgt die Translokation des Komplexes vom Zytoplasma in den Nukleus NBN-
abhangig, denn sie ist aufgehoben, wenn NBN funktionslos ist (Desai-Mehta et al.,
2001). Danach erfolgt in Abh&angigkeit vom MRN-Komplex die Rekrutierung und
Aktivierung von ATM (Lee and Paull, 2005). Aufgrund der Aktivierung kommt es zur
Dissoziation der vorher inaktiven Homodimere in ihre Monomere (Bakkenist and
Kastan, 2003).

Das aktive ATM bindet an den MRN-Komplex und phosphoryliert eine Vielzahl von
Zielproteinen, die verschiedene biologische Funktionen besitzen. Hierzu zéhlen zum
Beispiel CHK2 (CHK2 protein kinase) (Matsuoka et al., 2000), das die
Zellzykluskontrolle reguliert und p53 (Banin et al., 1998; Canman et al., 1998), das das
Apoptose-Programm induzieren kann. Weitere Zielproteine sind NBN (Canman et al.,
1998; Gatei et al., 2000) und H2AX (Burma et al., 2001), das an der DNA in
unmittelbarer Nahe zum DSB angelagert ist. Durch Phosphorylierung von H2AX kommt
es im Bereich des DSB zur Bildung so genannter y-H2AX-Foci, welche nach Immun-
Farbung im Fluoreszenz-Mikroskop als ,Spots* zu erkennen sind und eine
Quantifizierung der DSBs ermdglichen (Sedelnikova et al., 2002). Die Bildung der y-

H2AX-Foci in der Ndhe des DSB induziert zum Einen die Rekrutierung zusétzlicher
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MRN-Komplexe (Kobayashi et al., 2002), wodurch es zur Signalamplifikation kommt,
und festigt andererseits die Interaktion der MRN-Komplexe, welche schon am DSB

assoziiert waren.

Als nachster wichtiger Schritt erfolgt die End-Resektion, bei der Uberhinge an beiden
3’-Enden der Bruchstelle gebildet werden, indem an den 5-Enden mehrere Hundert
Nukleotide durch Nukleasen entfernt werden (Lamarche et al., 2010). Hierbei spielen
CtIP (CtBP-interacting protein) und der MRN-Komplex eine wichtige Rolle, wobei CtIP
nach dessen Aktivierung an NBN bindet und die Katalyse der Nukleotid-Abspaltung
stimuliert (Sartori et al., 2007; You and Bailis, 2010). Dies bereitet die DSB-Enden auf
die HR vor und ist unabkémmlich fir dessen Initiation. Die hierbei entstehenden
einzelstrangigen DNA-Bereiche werden anschlieRend durch die Anlagerung von RPA
(Replication protein A) stabilisiert und die Einzelstrang-Enden von ATR erkannt. ATR
bindet an diese und wird ATM-abhangig phosphoryliert (Jazayeri et al., 2006). Das
aktive ATR phosphoryliert analog zu ATM ebenfalls verschiedene Zielproteine wie zum
Beispiel CHK1 (Guo et al., 2000; Zhao and Piwnica-Worms, 2001) oder auch p53

(Tibbetts et al., 1999), die verschiedene biologische Funktionen haben.

Homologe Rekombination

Die eigentliche HR beginnt nun mit der Bindung der RAD51-Rekombinase
(RAD51 homolog), die im inaktiven Zustand als Hexa- oder Heptamer vorliegt (Shin et
al., 2003), an die DSB-Enden. Die Bildung dieses so genannten Nukleoprotein- oder
auch prasynaptischen Filaments wird durch den Rekombinations-Mediator BRCA2
(Breast cancer 2) verstarkt und fuhrt zur Verdrdangung von RPA, das von der
Nukleinsaure dissoziiert (San Filippo et al., 2008). Danach erfolgt die Suche homologer
Bereiche auf den homologen Chromosomen oder dem Schwesterchromatid und
nachfolgend der DNA-Strang-Austausch bzw. die Bildung des synaptischen
Komplexes. Hierbei spielt der HOP2 (Homologous-pairing protein 2 homolog)-
MND1 (Meiotic nuclear divisions 1 homolog)-Komplex eine modulierende Funktion,
wobei er das prasynaptische Filament stabilisiert und dessen Bindung an den
homologen DNA-Bereich und somit die Bildung des synaptischen Komplexes foérdert
(Chi et al., 2007; Pezza et al.,, 2007). Weiterhin hat das RAD54-Protein (RAD54
homolog) an verschiedenen Schritten der HR eine grol3e Bedeutung, da es mit RAD51
interagiert (Heyer et al., 2006). In diesem Zusammenhang ist es beispielweise an der
Wiederbereitstellung zusatzlicher RAD51-Molekile beteiligt, indem es die Bindung

zwischen RAD51 und doppelstrangigen DNA-Bereichen wieder l6st nachdem die
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Rekombination stattgefunden hat. AbschlieBend erfolgt die Auflosung des
synaptischen Komplexes und damit die Beendigung des Rekombinationsprozesses
durch das klassische Modell von Holliday (Holliday, 2007).

G2-/S-Phase l GO0-/G1-Phase

g
ggee

l <«  (DNAPK

@

@
@
@

@
@

DNA-PK_
Substrat

@ @

Artemis
/ <— XRCC4
Ligase IV

Zellzyklus-Kontrolle
Apoptotische Signale
DNA-Reparatur 7

T Y
Substrat

®

Substrat

RAD51

BRCA2

RAD54
HOP2/MND1

HR

Abb. 3 Uberblick der DSB -Reparatur . Vereinfachte Darstellung der HR und der C-NHEJ mit
Fokus auf die frihen Ereignisse beider Signalwege.
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1.2.4.3. Nicht-Homologe-Endverknipfung

Die NHEJ tritt im Gegensatz zur HR hauptséchlich wahrend der G1- und der GO-Phase
auf (Shrivastav et al., 2008) und lasst sich in die klassische NHEJ (C-NHEJ), bei dem
die DSB-Enden nur minimal prozessiert werden, und die alternative NHEJ (B-NHEJ),
bei dem gréRRere Modifikationen der DSB-Enden stattfinden, unterteilen (Lamarche et
al., 2010). Da bei beiden Prozessen die DSB-Enden ohne die Verwendung einer
homologen DNA-Sequenz, welche als intakte Matrize fungiert, wieder aneinander
gefugt werden, ist dieser Mechanismus fehlerbehaftet und kann zu Deletionen bzw.
Insertionen fuhren oder zu Chromosomen-Translokationen, wenn verschiedene
Chromosomen miteinander verknipft werden. Im Folgenden wird vorwiegend auf die
C-NHEJ eingegangen (Abb. 3).

Die Erkennung der DSBs durch das NHEJ-System beginnt mit der Bindung des
KU70 (XRCC6)/KU80 (XRCC5)-Komplexes an die Bruchstelle. Daraufhin wird die
DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic subunit) zum DSB-Ende rekrutiert
und assoziiert mit KU70/KU80, wodurch das aktive DNA-PK-Holoenzym gebildet wird
(Gottlieb and Jackson, 1993; Smith and Jackson, 1999). Dies bewirkt eine Fixierung
der DSB-Enden, so dass sie bis zum Verschluss der Bruchstelle in raumlicher N&he
zusammengehalten werden. Die aktive DNA-PK phosphoryliert nun ahnlich wie ATM
und ATR zahlreiche Zielproteine, die eine Rolle in der Zellzykluskontrolle, Apoptose-
Induktion und der DNA-Reparatur spielen (Meek et al., 2004). Anschliel3end assoziiert
Artemis, das sowohl eine Exo- als auch eine Endonuklease-Aktivitat besitzt, an den
Enden der DSBs und glattet diese durch den Abbau von Einzelstrang-Uberhiangen
(Yannone et al., 2008). Abschliel3end erfolgt die Re-Ligation der DSB-Enden durch den
XRCC4 (X-ray repair cross-complementing protein 4)-Ligase IV-Komplex, der ebenfalls

mit den DSB-Enden assoziiert und diese miteinander verknupft (Lee et al., 2003).

Wahrend die Funktionen der eben erwdhnten Proteine gut beschrieben sind, ist die
Rolle des MRN-Komplexes in der NHEJ noch relativ unklar. Jedoch gibt es Befunde,
die auf eine Funktion des MRN-Komplexes in beiden Signalwegen, der C-NHEJ und
der B-NHEJ, hinweisen. So wurde beispielsweise gezeigt, dass der MRN-Komplex
aufgrund der Nuklease-Aktivitat von MRE11 einen Einfluss auf das Prozessieren der
DSB-Enden, das bei der B-NHEJ in groRerem Mal3e stattfindet als bei der C-NHEJ,
austbt (Xie et al., 2009).
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1.2.4.4. Regulation von homologer Rekombination und Nicht-

Homologer-Endverknipfung

Wie schon oben erwéhnt wurde, ist die Zellzyklusphase, in der sich die entsprechende
Zelle zum Zeitpunkt der Induktion von DNA-Schaden befindet, ein wichtiger Faktor, der
die Wahl des DNA-Reparatur-Mechanismus beeinflusst (Branzei and Foiani, 2008). Ein
Grund hierfir ist beispielsweise der Mangel an Schwesterchromatiden in der G1- und
in der GO-Phase, da diese wahrend der HR als Matrize fiir die Reparatur-Reaktion
dienen. Somit ist ein korrekter Ablauf der HR nur wahrend der G2- und der S-Phase
gewabhrleistet, wenn Schwesterchromatiden zur Verfigung stehen. Dies erfordert eine
Regulation der Wahl des Reparatur-Mechanismus in Abhangigkeit vom Zellzyklus.
Hierbei spielt vor allem die in der HR essentielle End-Resektion eine wichtige Rolle,
wobei nach deren Aktivierung die Reparatur durch HR stattfindet und im Fall des
Ausbleibens die DSBs uber die NHEJ repariert werden. So werden die im Rahmen der
End-Resektion gebildeten 3'-Einzelstrang-Uberhdnge von HR-spezifischen Proteinen
als Substrate erkannt (Huertas, 2010). Gleichzeitig besitzt der KU70/KU80-Komplex
eine geringe Affinitdt zu diesen einzelstrangigen DNA-Bereichen (Dynan and Yoo,
1998).

Die Regulation der End-Resektion wird vorwiegend durch CtIP, das nach der Induktion
von DSBs phosphoryliert wird und in Abhéngigkeit des MRN-Komplexes die End-
Resektion vermittelt, kontrolliert (You and Bailis, 2010). Diese Kontrolle wird durch eine
Zellzyklus-abhangige Expression von CtIP gewéhrleistet, wobei das Protein in der G1-
und in der GO-Phase nur sehr schwach exprimiert wird, wahrend die Expression in der
G2- und in der S-Phase sehr stark ist (Yu and Baer, 2000). Ein weiterer Faktor ist der
Phosphorylierungs-Status von CtIP, das nur im phosphorylierten Zustand aktiv ist.
Auch dieser ist wahrend der G2- und der S-Phase beginstigt. Die Konsequenz dieses
Zellzyklus-abhangigen Auftretens von CtIP ist eine Inhibition der End-Resektion
wahrend der G1- und der GO-Phase. In diesem Fall kann der KU70/KU80-Komplex an
den DSB binden, was eine zuséatzliche Inhibition der fir die HR benétigte End-
Resektion zur Folge hat (Zhang et al., 2007). Im Gegensatz dazu fuhrt ein Verlust des
KU70/KU80-Komplexes zu einer erhdhten Frequenz der HR (Pierce et al., 2001).

Als Modell wurde daher vorgeschlagen, dass der MRN- und der KU70/KU80-Komplex

um die Bindung an den DSB konkurrieren (Lamarche et al., 2010). In diesem Rahmen
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wurden jedoch noch keine Mechanismen identifiziert, welche die Bindung von
KU70/KU80 und dem MRN-Komplex an den DSB wahrend der Kkorrekten
Zellzyklusphase fordern oder wahrend der falschen Zellzyklusphase inhibieren. So ist
zum Beispiel auch wahrend der G1- und der GO-Phase eine Bindung des MRN-
Komplexes moglich. Dies fuhrt aus oben beschriebenen Grinden, jedoch nicht zur

Bildung von 3'-Einzelstrang-Uberhangen.

1.3. Induktion von Zelltod

Uberschreitet der durch ein Gentoxin-induzierte DNA-Schaden einen Schwellenwert
und wird er nicht ausreichend durch einen entsprechenden DNA-Reparaturweg
repariert, so kann die betroffene Zelle mit der Induktion ihres eigenen Todes reagieren.
Dies ist fir den gesamten Organismus von Vorteil, da auf diese Weise potentiell
genetisch veranderte Zellen und damit Tumorerkrankungen verhindert werden, wenn
sich stark geschadigte Zellen selbst eliminieren. Bei der Exekution des
angesprochenen Zelltods haben sich wahrend der Evolution verschiedene Wege
entwickelt, denen verschiedene Mechanismen zu Grunde liegen und die
unterschiedliche Vor- und Nachteile fir das umliegende Gewebe besitzen. Zwei dieser
Zelltod-Mechanismen, Apoptose und Nekrose, werden im Folgenden vorgestellt. Beide

Signalwege sind fur die vorliegende Studie von spezieller Bedeutung.

1.3.1. Apoptose

Die Apoptose zahlt sowohl in Pro- als auch in Eukaryoten zu den wichtigsten zellularen
Todes-Mechanismen und wird oft auch als der programmierte Zelltod bezeichnet. Sie
spielt schon wéahrend der Embryonalentwicklung verschiedener Organismen eine
wichtige Rolle (Saunders, 1966; Truman, 1984). So ist zum Beispiel bei
Caenorhabditis elegans (C. elegans) sehr genau festgelegt, welche Zellen wéhrend der
Entwicklung zum adulten Wurm durch die Induktion von Apoptose absterben und
welche Zellen weiter proliferieren und somit letztlich den Bauplan des adulten Tieres
determinieren (Sulston and Horvitz, 1977; Sulston et al., 1983). Ein weiteres Beispiel
ist die Entwicklung der &ufRersten Extremitdten im Menschen, aber auch in anderen

Wirbeltieren. Wahrend der Embryonalentwicklung werden die Finger durch
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apoptotisches Absterben von Zellen zwischen den Gliedmal3en gebildet (Penaloza et
al., 2006). Bleibt die Induktion der Apoptose aus, so kommt es zur Syndaktylie, einem
Entwicklungsdefekt, bei dem einzelne Finger der Betroffenen miteinander verwachsen
sind. In adulten Organismen besitzt die Apoptose unter anderem eine grof3e
Bedeutung bei der Homéostase des Immunsystems (Giovannetti et al., 2008) oder von
Organen, wie zum Beispiel der Leber, wo eine Deregulation der Apoptose-Rate mit

verschiedenen Krankheiten assoziiert ist (Schattenberg et al., 2006).

Weiterhin spielt die Induktion der Apoptose in Zellen, deren DNA durch Gentoxine
geschadigt wurde, eine wichtige Rolle (Roos and Kaina, 2006). Dies ist einerseits
wichtig, da durch diesen Mechanismus entartete Zellen eliminiert werden, die potentiell
Tumor-Erkrankungen auslosen kdnnen. Daher weisen einige Tumore Defekte in der
Apoptose-Regulation  auf, die durch Mutationen in  Proto-Onko- oder
Tumorsuppressorgenen verursacht wurden. Andererseits werden Patienten wahrend
der Krebstherapie mit Zytostatika behandelt, welche die DNA schadigen. Hier besteht

das Ziel darin, durch DNA-Schadigungen Apoptose in den Tumorzellen zu induzieren.

Wahrend der Exekution der Apoptose treten verschiedene Ereignisse auf, die die
Apoptose von anderen Todes-Mechanismen unterscheidet. Ein wichtiges Kennzeichen
der Apoptose ist die Aktivierung von Cystein-abhangigen Proteasen, den so genannten
Caspasen (Fuentes-Prior and Salvesen, 2004). Sie sind die wichtigsten Proteine der
Apoptose und gewadbhrleisten die Spaltung zelleigener Proteine. Weitere Merkmale sind
die Fragmentierung der genomischen DNA durch Nukleasen (Wyllie, 1980) und den
Erhalt der intakten Zellmembran wahrend des Voranschreitens der Apoptose. Zum
Ende des Apoptose-Prozesses zerfallt die Zelle dann in apoptotische Vesikel, die
durch Makrophagen eliminiert werden (Hacker, 2000; Kerr et al., 1972). Aufgrund
dieses Mechanismus induzieren apoptotische Zellen keine verstarkte Immunantwort.
Daher bleiben Entziindungsreaktionen im umliegenden Gewebe aus. Dies ist im
Rahmen der Tumor-Therapie ein wichtiger Vorteil, da Entziindungsreaktionen als

Nebenwirkung minimiert werden.

Bei der Induktion der Apoptose existieren verschiedene Signalwege (Lawen, 2003),
von denen zwei besonders wichtig sind: Der intrinsische und der extrinsische
Signalweg (Abb. 4). Der intrinsische Signalweg wird auch als mitochondrialer
Signalweg bezeichnet. In diesem Fall wird ausgehend von einem apoptotischen

Stimulus Cytochrom C (Cytc) aus dem Intermembran-Raum der Mitochondrien
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freigesetzt. Die Freisetzung erfolgt Uber die Diffusion der Cytc-Molekile durch
verschiedene Transmembran-Kanale, die in erster Linie durch Modulation von
Mitgliedern der BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2)-Proteinfamilie induziert werden (Youle
and Strasser, 2008). Dies ist auch der Fall, wenn O°-MeG-induzierte DSBs als
apoptotische Stimuli wirken (Ochs and Kaina, 2000). Prominentestes Beispiel der
BCL2-Familie ist BCL2, aber auch Bcl-x, ist ein Mitglied dieser Proteinfamilie. Beide
Proteine wirken anti-apoptotisch und sind daher als Proto-Onkogene einzustufen.
Weitere wichtige Vertreter dieser Gruppe, die jedoch pro-apoptotisch wirken, sind unter
anderem BID (BH3 interacting domain death agonist), BAK (BCL2-antagonist/killer 1)
und BAX (BCL2-associated X protein), das nach Induktion durch einen apoptotischen
Stimulus durch Oligomerisierung selbst Poren innerhalb der auf3eren Mitochondrien-
Membran formt und auf diese Weise die Freisetzung von Cytc ermdglicht (Antonsson
et al., 1997; Antonsson et al., 2000). Durch die Freisetzung von Cytc kommt es durch
Interaktion mit APAF1 (Apoptotic peptidase activating factor 1) und der Pro-Caspase-9
zur Ausbildung des Apoptosoms (Riedl and Salvesen, 2007). Die Bildung dieses Multi-
Proteinkomplexes ist ATP-abhéngig und induziert die Aktivierung der Pro-Caspase-9.
Die aktive Caspase-9 aktiviert nun Effektor-Caspasen wie die Caspase-3, indem sie
diese proteolytisch in ihre aktiven Fragmente spaltet (Li et al., 1997). Der Aktivierung
der Effektor-Caspasen folgen die Spaltung der zahlreichen Zielproteine und damit der

Beginn der eigentlichen Apoptose-Exekution.

Der extrinsische Signalweg verlauft Gber Mitglieder der Tumornekrosefaktor-Rezeptor
(TNFR)-Familie und der ,Todesrezeptoren* zu denen auch der FAS-Rezeptor (alias
Apo-1 oder CD95) gehort (Guicciardi and Gores, 2009). Diese Rezeptoren werden
durch apoptotische Stimuli aktiviert. Im Fall des FAS-Rezeptors kann dies zum Beispiel
iiber den FAS-Liganden erfolgen oder, im Fall von O°®-MeG-induzierten DSBs, durch
p53, welches durch die schon beschriebene DNA-Schadensantwort in Abhangigkeit
von ATM und ATR bzw. CHK2 und CHK1 stabilisiert und phosphoryliert wird (Roos and
Kaina, 2006). Nach Aktivierung des FAS-Rezeptors kommt es zur Trimerisierung
des Komplexes und zur Bindung des Adaptormolekills FADD (Fas-
associated death domain protein) an den zytoplasmatischen Teil des Rezeptors. Diese
Interaktion wird Gber so genannte Todesdomanen (DD) beider Proteine vermittelt.
FADD interagiert nun U(Uber seine Todeseffektordomane (DED) mit der
Pro-Caspase-8 und vervollstandigt dadurch den so genannten DISC
(Death inducing signaling complex) bestehend aus FAS-Rezeptor, FADD und Pro-

Caspase-8. Es kommt dann zur Transaktivierung der Pro-Caspase-8, wobei die aktive
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Caspase-8 in das Cytosol entlassen wird und analog zur Caspase-9 die Effektor-

Caspasen-3 bzw. -7 und andere Zielproteine aktiviert (Lawen, 2003).

Zellmembran

p53 <— CHK2/CHK1 <— ATM/ATR <— T[T TII[

\ l
BAX{  BCL2Y

Extrinsischer Signalweg I
Cyt.
Caspase-8 —> BID l

l ATP
Apoptosom-
Caspase-3/-7 <— Caspase-9 <— Formation <«— Pro-Caspase-9

l APAF1

Mitochondrium

| Intrinsischer Signalweg |

Apoptose

Abb. 4 Ubersicht der apoptotischen Signalwege. Vereinfachte Darstellung des extrinsischen
und intrinsischen Signalwegs der Apoptose am Beispiel von DSBs als apoptotischer Stimulus.

1.3.2. Nekrose

Die Nekrose galt im Gegensatz zur Apoptose lange Zeit als die nicht regulierte,
pathologische Form des Zelltods, die in der Regel unbeabsichtigt stattfindet.
Untersuchungen in den letzten Jahren zeigten jedoch, dass neben der Apoptose auch
die Nekrose durch verschiedene Signalwege reguliert werden kann und meist nicht
regellos stattfindet. In diesem Fall wird die Nekrose durch verschiedene Stimuli, wie
zum Beispiel einer massiven Schadigung der DNA, physiko-chemischer Stress,
Nahrstoffmangel oder auch durch eine Reihe von pathologischen Zustanden (zum

Beispiel bei der Ischamie), induziert. AuRBerdem ist beschrieben, dass die Nekrose
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schon wahrend der friihen Embryonalentwicklung auftritt (Chautan et al., 1999) und
auch fur das Aufrechterhalten der inneren Homoostase, das heil3t zur Konstanthaltung
von Gewebe- und Organfunktionen, wichtig ist (Barkla and Gibson, 1999; Roach and
Clarke, 2000).

Charakteristische Erscheinungen der Nekrose sind das Anschwellen der betroffenen
Zellen und darauf folgend der Verlust der Zellmembran-Integritat, wodurch
intrazellulare Bestandteile in das Milieu der Umgebung entlassen werden (Festjens et
al., 2006). Da durch diesen Mechanismus auch inflammatorische Substanzen wie zum
Beispiel HMGB1 (High mobility group box 1 protein) (Bianchi and Manfredi, 2004;
Scaffidi et al.,, 2002), das Hitzeschockprotein 70 (HSP70) (Basu et al., 2000) und
Harnsaure (Shi et al., 2003) freigesetzt werden, kommt es zu einer Aktivierung des
Immunsystems und als Folge dessen zu Entziindungsreaktionen im umliegenden
Gewebe. Die abschlieRende Eliminierung der nekrotischen Zellreste durch Phagozyten
erfolgt ahnlich, jedoch weniger effektiv als im Fall der Apoptose (Brouckaert et al.,
2004).

Die zuvor erwahnten Signalwege, welche bei der Nekrose involviert sind, sind in Abb. 5
im Uberblick dargestellt. Haufig spielen bei der Nekrose die Mitochondrien eine
zentrale Rolle (Vanlangenakker et al., 2008). Diese untergehen unter ,Stress"-
Bedingungen die so genannte mitochondriale Permeabilitats-Transition (MPT). In
diesem Fall 6ffnen sich spezielle Proteinkandle, die so genannten mitochondrialen
Permeabilitats-Transitions-Poren (MPTP), welche die mitochondriale Matrix mit dem
Cytosol verbinden. Dies hat eine Depolarisierung der inneren Mitochondrien-Membran
zur Folge. Die mitochondriale Matrix schwillt an und die &ufRere Mitochondrien-
Membran wird zerstort (Javadov and Karmazyn, 2007). Letztlich gehen die betroffenen
Mitochondrien zu Grunde. Ist eine kritische Anzahl von Mitochondrien betroffen, so

stirbt die Zelle durch Nekrose.

Die Auslésung der MPT kann verschiedene Ursachen haben. Ein Beispiel ist eine
unzureichende Versorgung der Zellen mit N&hrstoffen und Sauerstoff, wie es bei der
Ischéamie auftritt. Hier kommt es nacheinander zu einem mitochondrialen ATP-Mangel
und zu einer vermehrten Laktat-Produktion sowie einem damit verbundenen Absinken
des pH-Wertes, da eine anaerobe Glykolyse induziert wird, um erneut Energie
bereitzustellen (Dennis et al., 1991). Die Folge sind eine dramatische Erhdéhung der

intrazellularen und auch der mitochondrialen Ca?*-Konzentration, da verschiedene
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lonen-Pumpen aktiviert werden, um dem absinkenden pH-Wert entgegenzuwirken
(Gunter et al., 2000; Sapolsky et al., 1996). Dieser Anstieg der Ca®*-Konzentration
beglnstigt die Produktion von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS), welche durch eine
wiederkehrende Sauerstoff-Versorgung weiter verstarkt werden kann. Der Anstieg der
Ca*-Konzentration und die Produktion von ROS induzieren schlieBlich im

Zusammenspiel, aber auch einzeln, die MPT (Duchen, 2000; Halestrap, 2006).

Eine weitere wichtige Rolle bei Nekrose-Induktion spielen die Lysosomen, wenn deren
Membran permeabilisiert wird (Vanlangenakker et al., 2008). Die so genannte
lysosomale Membran-Permeabilisierung (LMP) wird zum Beispiel durch Calpain,
welches ebenfalls durch einen Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentrationn aktiviert
wird, induziert (Yamashima et al., 1998). Die darauf folgende Entlassung spezifischer

Proteasen, den Cathepsinen, ins Zytoplasma fuhrt zur Induktion von Nekrose.

Nekrose kann aber auch durch Aktivierung verschiedener Rezeptoren wie zum Beispiel
den ,Todesrezeptoren® oder den TNFRs induziert werden, falls eine Inhibition der
Caspasen vorliegt. In diesem Fall besitzen RIP1 (Receptor-interacting serine-
threonine kinase 1) aber auch RIP3 (Receptor-interacting serine-threonine kinase 3)
Schlisselfunktionen (Festjens et al., 2007; Vandenabeele et al., 2010). Zusammen
sind sie wichtige Faktoren bei der Bildung des Nekrosom-Signal-Komplexes, welcher
die Nekrose initiileren kann. So induziert beispielsweise aktiviertes RIP1 ROS-abhangig
sowohl die MPT als auch die LMP. Die Aktivierung von RIP1 kann aber auch ohne
Beteiligung der Mitochondrien oder der Lysosomen, ebenfalls tber die Bildung von

ROS, zur Nekrose-Induktion fihren (Vanlangenakker et al., 2008).

Weiterhin spielt eine Hyperaktivierung von PARPL1 bei der Induktion von Nekrose eine
wichtige Rolle (Ha and Snyder, 1999). Sie ist bei einer extensiven Schadigung der
DNA oder wenn die BER gestort ist von Bedeutung und induziert ein Absinken des B-
Nikotinamid-Adenin-Dinukleotids (NAD) und des ATPs als kritisches Ereignis. Dies
wiederum fihrt Gber eine RIP1- und JNK (c-jun N-terminale kinase 1)-Aktivierung zur
MPT und letztlich zur Induktion von Nekrose (Festjens et al., 2006). So induziert
beispielsweise MNNG in embryonischen Mausfibroblasten PARP1-abhéangig sehr stark
Nekrose, wenn es in sehr hohen Konzentrationen verabreicht wird (Zong et al., 2004).
AulBerdem konnen Zellen nach Erhalt eines apoptotischen Stimulus durch Nekrose

sterben, wenn zuvor eine ATP-Depletion induziert wurde. Dies macht deutlich, dass
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der zellulare ATP-Gehalt die Wahl des Todes-Mechanismus determiniert (Leist et al.,
1997).

Analog zur Apoptose, die auch als programmierter Zelltod bezeichnet wird, wird
aufgrund der vielféltigen Signalwege, denen die Nekrose unterliegen kann, heute
haufig der Begriff der ,programmierten Nekrose" verwendet, falls die Induktion Uber
einen dieser Signalwege stattfindet. Dies soll die komplexen Regulationsmechanismen,
die auch in diesem Zelltodmechanismus auftreten, verdeutlichen. Eine weitere
begriffliche  Differenzierung wird vorgenommen, wenn die Induktion der
.programmierten Nekrose“ Rezeptor-vermittelt (zum Beispiel durch den FAS-Rezeptor
oder durch TNFRs) und in Abhangigkeit von RIP1 stattfindet. In diesem Fall wird von
.Nekroptose“ gesprochen (Galluzzi and Kroemer, 2008; Kroemer et al., 2009). Der
Begriff reflektiert hierbei eine spezielle Form der ,programmierten Nekrose* und wurde

erstmals 2005 eingefiihrt (Degterev et al., 2005).
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Abb. 5 Ubersicht der nekrotischen Signalwege. Vereinfachte Darstellung der nekrotischen
Signalwege. Besondere Bedeutung wahrend der Nekrose-Induktion haben die Mitochondrien
und die Lysosomen. Keine Beachtung findet RIP3, das zusammen mit RIP1 im Nekrosom-
Signal-Komplex enthalten ist. Die Rezeptoraktivierung kann beispielsweise durch eine
Schadigung der DNA induziert werden.

1.4. Zielsetzung der Arbeit

Wie in Kapitel 1.2.4. diskutiert wurde, haben die Proteine NBN, ATM und ATR wichtige
Funktionen in der DSB-Reparatur, insbesondere wahrend des Prozessierens der DSB-
Enden. In der vorliegenden Arbeit soll der Einfluss dieser Proteine auf die Toxizitat,

bewirkt durch methylierende Gentoxine, untersucht werden. Methylierende Agenzien
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induzieren primar Basenschaden, welche jedoch wéahrend der Replikation in DSBs
Uberfiihrt werden konnen. Daher ist es legitim anzunehmen, dass eine
Beeintrachtigung der Funktionen von NBN, ATM und ATR durch Mutationen in diesen
Genen eine Reduktion der Reparatur der DSBs, welche indirekt durch Methylanzien
induziert werden, zur Folge hat. Es wird von der Arbeitshypothese ausgegangen, dass
Zellen, die Mutationen in einem dieser Gene tragen, sensitiver gegeniber diesen

methylierenden Agenzien reagieren als Zellen, die diesbeziiglich ,wildtypisch® sind.

Zur Bearbeitung dieser Fragestellung soll die Toxizitdt von Methylanzien in
menschlichen Fibroblasten und lymphoblastoiden Zellen, die aus Patienten mit NBS,
AT oder dem Seckel-Syndrom isoliert wurden, untersucht werden. Die Sensitivitaten
dieser Zellen sollen mit der Sensitivitat von Zellen verglichen werden, welche beztglich
NBN, ATM und ATR dem Wildtyp entsprechen. Dabei wird zur Induktion des Zelltods
das methylierende Mutagen MNNG und das als Chemotherapeutikum eingesetzte TMZ
verwendet. Im Rahmen dieser Untersuchungen soll mit der Annexin V/PI-Methode
zwischen Apoptose- und Nekrose-Induktion unterschieden und nachfolgend die
entsprechenden der Apoptose und Nekrose zu Grunde liegenden Signalwege
analysiert werden. Um die Daten zu verifizieren, soll in Tumorzellen mittels RNA-

Interferenz (RNAI) ein stabiler Knockdown dieser Proteine erzeugt werden.

Weiterhin soll untersucht werden, welche Rolle das DNA-Reparaturenzym MGMT in
der zellularen Protektion einnimmt bzw. welche DNA-L&sionen fur die Induktion des
Zelltods verantwortlich sind und ob das Fehlen von NBN, ATM und ATR die Effizienz
der BER beeintrachtigt. Da Methylanzien-induzierte DNA-Schaden auch durch BER
repariert werden (siehe Kapitel 1.1.2.), ist dieser Reparaturweg fir die hier
untersuchten Fragestellungen ebenfalls von groRer Bedeutung. AbschlieBend soll
untersucht werden, wie sich die mutierten Zelllinien gegeniber einer Reihe von
weiteren Gentoxinen, die andere DNA-L&asionen induzieren, hinsichtlich Apoptose- und

Nekrose-Induktion verhalten.
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2.1. Zelllinien

Menschliche Fibroblasten, Simian-Virus 40 (SV40)-tr  ansformiert

GM637 Wt RPMI 1640 + 10 % FCS
NBS-1LBI NBN mt RPMI 1640 + 10 % FCS
LB1+LXIN NBN mt DMEM + 10 % FCS + 0,4 mg/ml G418
LB1+NBS1 NBN kompl. DMEM + 10 % FCS + 0,4 mg/ml G418
ATs4 ATM mt RPMI 1640 + 10 % FCS

Menschliche lymphoblastoide Zelllinien, Epstein-Bar r-Virus (EBV)-

transformiert

95P466 Wit RPMI 1640 + 10 - 15 % FCS
94pP247 NBN mt RPMI 1640 + 10 - 15 % FCS
94P126 NBN mt RPMI 1640 + 10 - 15 % FCS
AG09387 Wit RPMI 1640 + 10 - 15 % FCS
DKO0064 ATR mt RPMI 1640 + 10 - 15 % FCS

Menschliche Melanom-Zelllinie
D03 RPMI 1640 + 10 % FCS

Menschliche Zervixkarzinom-Zelllinien
HelLa MR DMEM + 10 % FCS
HelLa S3 DMEM + 10 % FCS

Zusétzlich wurde fir die Kultivierung der Zelllinien den entsprechenden Medien die

Antibiotika Penicillin/Streptomycin (100 U/ml, 100 pg/ml) zugeftgt.

Folgende Zelllinien wurden von Prof. Digweed (Berlin) zur Verfligung gestellt:
LB1+LXIN, LB1+NBS1, 95P466, 94P247 und 94P126

Folgende Zelllinien wurden von Dr. O’Driscoll (Brighton) zur Verflgung gestellt:
AG09387 und DK0064
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2.2. Medien und Zellkulturkomponenten

10 x Trypsin-EDTA (0,5 %, 0,2 % in D-PBS) PAA, Pasching, Osterreich

100 x Penicillin/Streptomycin (10 U/ul,10 pg/ul)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe, Deutschland
DMEM Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Fetales Kalberserum (FCS) PAA, Pasching, Osterreich

RPMI 1640 Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

2.3. Bakterienstamme

Escherichia coli (E. coli) RR1

2.4. Vektoren

pSuper basic Oligoengine, Seattle, Washington
pSV2-MGMT (Kaina et al., 1991)
pSV2-neo (Southern and Berg, 1982)

2.5. shRNA-Oligonukleotide gegen NBN

Sense
GATCCCCGGCGTGTCAGTTGATGAAA TTCAAGAGATTTCATCAACTGACACGCC TTTTTA

Antisense
AGCTTAAAAAGGCGTGTCAGTTGATGAAA TCTCTTGAATTTCATCAACTGACACGCC GGG

Beide DNA-Oligonukleotide wurden von Oligoengine (Seattle, Washington) bezogen.
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2.6. DNA-Oligonukleotide fir den BER-Aktivitatstest

ABP
S-AATAAGCTTGATCGGCCGGCCGCGGTATAT-3’

2GScomp
5-TCGGTAGCCAATAAGCGTGGTCGGACGGACTCGGTAGAT-3

2GSU
5-ATCTACCGAGTCCGTCCGAUCACGCTTATTGGCTACCGA-3’

Die drei DNA-Oligonukleotide wurden von Genterprise Genomics (Mainz, Deutschland)
bezogen.

2.7. Primarantikorper

10H (Anti-PAR) Mouse mAb (Kawamitsu et al., 1984),

von Prof. Burkle (Konstanz)

zur Verflgung gestellt

Anti-AMP-Kinase Mouse mAb Cell Signaling, Danvers,
Massachusetts
Anti-pAMP-Kinase (Thrl72) Rabbit mAb Cell Signaling, Danvers,
Massachusetts
Anti-Caspase-7 (Spaltpr., sp198)  Rabbit pAb Cell Signaling, Danvers,
Massachusetts
Anti-CHK2 Rabbit pAb Cell Signaling, Danvers,
Massachusetts
Anti-pCHK2 (T68) Rabbit mAb Epitomics, Burlingame,
Kalifornien
Anti-ERK2 Rabbit pAb Santa Cruz, Heidelberg,
Deutschland
Anti-MGMT Rabbit pAb eigene Herstellung von Prof.
Kaina
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Anti-MGMT Mouse mADb
Anti-MLH1 Rabbit pAb
Anti-MSH2 Mouse mAb
Anti-MSH6 Mouse mAb
Anti-NBN Rabbit pAb
Anti-p53 Mouse mAb
Anti-PARP1 Mouse mAb
Anti-PMS2 Mouse mADb

2.8. Sekundéarantikorper

Peroxidase-konjugiert
Goat Anti-Mouse 1gG (H+L)

Goat Anti-Rabbit IgG (H+L)
Infrarot-Farbstoff-konjugiert
IRDye 800CW Donkey Anti-Mouse IgG (H+L)

IRDye 800CW Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)

Millipore, Billerica,
Massachusetts

Santa Cruz, Heidelberg,
Deutschland

Oncogene Science
Biomarker Group,
Cambridge, Massachusetts
BD Transduction
Laboratories, Franklin Lakes,
New Jersey

Novus Biologicals,
Cambridge, Grol3britannien
Dianova, Hamburg,
Deutschland

BD Transduction
Laboratories, Franklin Lakes,
New Jersey

BD Pharmingen, Heidelberg,

Deutschland

Rockland Immunochemicals,
Gilbertsville, Pennsylvania
Rockland Immunochemicals,

Gilbertsville, Pennsylvania

LI-COR Biosciences,
Bad Homburg, Deutschland
LI-COR Biosciences,
Bad Homburg, Deutschland

48



2. Materialien

IRDye 680 Donkey Anti-Mouse IgG (H+L)

IRDye 680 Donkey Anti-Rabbit IgG (H+L)

Fluorophor-konjugiert
Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse 1gG (H+L)

2.9. Chemikalien

1,4-Diazabicyclo-[2.2.2]-Oktan (DABCO)

2-(4-[2-Hydroxyethyl]-1-Piperazinyl)
-Ethansulfonsdure (HEPES)

4',6-Diamidin-2-Phenylindol (DAPI)

Ammoniumpersulfat (APS)

B-Mercaptoethanol

Bromphenol Blau Natriumsalz

Coomassie Brillant-Blau G250

Entwicklungs- und Fixier-Lésung
Ethidiumbromid-L6sung (1 %, 10 mg/ml)
Ethylendiamintetraessigsaure-
Dinatriumsalz-Dihydrat (EDTA)
Formamid

Glycerin

Harnstoff

NAD

Natriumdodecylsulfat (SDS)

LI-COR Biosciences,
Bad Homburg, Deutschland
LI-COR Biosciences,
Bad Homburg, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe,

Germany

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
SERVA Electrophoresis,
Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Kodak, Rochester, New York

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Nonylphenylpolyethylen-Glykol (NP-40)

Ponceau S

Propidiumiodid (P1)

Rotiphorese Gel 40 (19:1)

Rotiszint eco plus

Tris [Hydroxymethyl]-Aminomethan (Tris)
Triton X100

Tween-20

Xylen Cyanol FF

2.10. Inhibitoren und Aktivatoren

3,4-Dihydro-5-[4-(1-Piperidinyl)-
Butoxyl]-1(2H)-Isoquinolinon (DPQ)

Aprotinin
Chymostatin

Dithiothreitol (DTT)

Leupeptin
Metformin (1,1-Dimethylbiguanid-Hydrochlorid)

Natriumorthovanadat (NasVOy)

NU7026

0°-Benzylguanin (O°-BG)

Pepstatin

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Fluka Chemie, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, Taufkirchen,

Deutschland

2.11. Enzyme und entsprechende Reaktionspuffer

10 x Restriktionspuffer (rot) Fermentas, St. Leon-Rot,
Deutschland
10 x T4 Polynukleotid-Kinase Reaktionspuffer Roche Diagnostics,

Mannheim, Deutschland

BGLII (10.000 U/ml) Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

EcoRI (10.000 U/ml) Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland

HINDIII (18.000 U/ml) GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland

T4 DNA-Ligase (2 x 10° U/ml),10 x Reaktionspuffer New England Bio Labs,

Frankfurt am Main,
Deutschland
T4 Polynukleotid-Kinase (10.000 U/ml) New England Bio Labs,
Frankfurt am Main,
Deutschland
Phosphokreatin-Kinase Roche Diagnostics,
Mannheim, Deutschland
Uracil-DNA-Glykolsylase (1000 U/ml) Roche Diagnostics,

Mannheim, Deutschland

2.12. Biologische Substanzen

100 bp DNA-Leiter New England Bio Labs, Frankfurt am Main,
Deutschland

Ampicillin-Natriumsalz Roth, Karlsruhe, Deutschland

ATP Roth, Karlsruhe, Deutschland

ATP, [y**P] — 3000 Ci/mmol Perkin Elmer, Rodgau, Deutschland
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Agar (Pulver)
Agarose
Desoxinukleotid-Mix (ANTP)

G418

Glycin

Kalbsthymus-DNA (*H-markiert)
LB-Medium (Luria/Miller, Pulver)
Low melting point (LMP)-Agarose

Magermilch (Pulver)

PeqGOLD Protein-Marker 11

Phosphokreatin-Dinatriumsalz

Rinderserumalbumin, Fraktion V (BSA)

2.13. Gentoxische Substanzen

[®H]-N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff ([*H]-MNU)

ETO

HACDT

MMS

MNNG

T™Z

TPT

Wasserstoffperoxid 30 % (H,O,)

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

New England Bio Labs, Frankfurt am Main,
Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Frema Reform, Granovita, Reformhaus,
Mainz, Deutschland

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland

GE Healthcare, Minchen,
Deutschland

Apotheke Uniklinik Mainz,
Deutschland

Dr. Teresa Frisan, Karolinska
Institut Stockholm, Schweden
Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Deutschland
Schering-Plough, Kenilworth, New
Jersey

Apotheke Universitadtsmedizin
Mainz, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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2.14. Kits und Assays

Cell Titer-Glo Lumineszent Zell Viabilitatsassay
ECL-Detektions-Kit

Effectene Transfektions-Reagenz
FITC-Annexin V

Plasmid Midi-Kit
Zell-Proliferations-Reagenz WST-1

(Water soluble tetrazolium 1)

2.15. Puffer und L6sungen

Agarose-Gel-Losung (Herstellung shRNA-Vektor)

Annexin V-Bindepuffer (Annexin V/PI-Doppelfarbung)

Antifade-Medium (Immunfluoreszenz)

Promega, Mannheim,
Deutschland

GE Healthcare, Minchen,
Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland
Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Roche Diagnostics,

Mannheim, Deutschland

2 % Agarose

90 mM Tris

90 mM Borsaure

1,25 mM EDTA

0,7 pg/ml Ethidiumbromid

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

pH 7,4

48,75 % Glycerin
48,75 % PBS
2,5 % DABCO
pH 8,6
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BER-Puffer (BER-Aktivitatstest) 40 mM HEPES
5 mM MgCl,
0,1 mM EDTA
0,5mM DTT
pH 7,8

Blockldsung (Immunfluoreszenz) 5 % Magermilch
137 mM NaCl
2,7 mM KClI
10 mM Na,HPO,
1,76 mM KH,PO,
0,1 % Tween-20
pH 7,4

Blockldsung (Western-Blot-Verfahren) 5 % Magermilch
20 mM Tris
137 mM NaCl
0,1 % Tween-20
pH 7,6

Bradford-Ldsung (Proteinkonzentrationsbestimmung) 8,5 % Phosphorsaure
4,75 % Ethanol
0,01 % Coomassie Brillant-
Blau G250

Ldsung filtern

Einfriermedium (Zellkultur) 90 % FCS
10 % DMSO

Elektrophorese-Puffer (alk. Comet-Assay) 300 mM NaOH
1 mM EDTA
pH > 13

Elektrophorese-Puffer (Western-Blot-Verfahren) 50 mM Tris
384 mM Glycin
0,1 % SDS
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Formamid-Ladepuffer (BER-Aktivitatstest)

Fusionspuffer (Herstellung shRNA-Vektor)

LB-Agar-Losung (Herstellung shRNA-Vektor)

Mix A (BER-Aktivitatstest)

Neutralisationspuffer (alk. Comet-Assay)

PBS-Twen-20 (PBST) (Immunfluoreszenz)

97 % Formamid

10 mM EDTA

0,025 % Bromphenol-Blau
0,025 % Xylen Cyanol FF

100 mM NacCl
50 mM HEPES
pH 7,4

25 g/l LB-Medium (Pulver)
15 g/l Agar
100 pg/ml Ampicillin-

Natriumsalz

80 mM HEPES

10 mM MgCl,

0,2 mM EDTA

1 mMDTT

4 mM ATP

40 uM dNTP

500 uM NAD

50 mM Phosphokreatin
100 ng/ul Phosphokreatin-
Kinase

40 ng/ul ABP DNA-
Oligonukleotid

60 nM DNA-Oligonukleotid
pH 7,8

0.4 M Tris
pH 7.5

137 mM NacCl
2,7 mM KCI

10 mM Na,HPO,
1,76 mM KH,PO,
0,1 % Tween-20
pH 7,4
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Phosphat-gepufferter Salzlésung (PBS)

(verschiedene Anwendungen)

Polyacrylamid-Sequenziergel (BER-Aktivitatstest)

Ponceau S-Ldsung (Western-Blot-Verfahren)

Protein-Ladepuffer (Western-Blot-Verfahren)

Protein-Transferpuffer (Western-Blot-Verfahren)

Puffer | (Proteinextraktherstellung BER-Aktivitatstest)

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

10 mM Nay,HPO,
1,76 mM KH,PO,
pH 7,4

50 % Rotiphorese Gel 40
7 M Harnstoff

90 mM Tris

90 mM Borsaure

1,25 mM EDTA

0,035 % APS

0,0175 % TEMED

0,1 % Ponceau S

5% CHZCOOH

50 mM Tris/HCI

2 % SDS

10 % Glycerin

0,02 % Bromphenol-Blau
1 % B-Mercaptoethanol

50 mM Tris
384 mM Glycin
20 % Methanol

10 mM Tris

200 mM KCI

1 pg/ml Leupeptin

1 pg/ml Chymostatin
1 pg/ml Pepstatin

1 pg/ml Aprotinin

1 mMDTT

1 uM PMSF

pH 7,8
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Puffer Il (Proteinextraktherstellung BER-Aktivitatstest)

Reaktionspuffer (MGMT-Aktivitatstest)

Reaktionslosung (WST-1-Assay)

RWDB-Puffer (BER-Aktivitatstest)

SDS-Sammelgel-Lésung (Western-Blot-Verfahren)

SDS-Trenngel-Losung (5 %/7,5 %/10 %/12,5 %)
(Western-Blot-Verfahren)

10 mM Tris
600 mM KCI
2 mM EDTA
40 % Glycerol
0,2 % NP-40
pH 7,8

70 mM HEPES/KOH
1 mMDTT
5mMEDTA

pH 7,8

10 % WST-1-Reagenz

90 % Zellkulturmedium

25 mM HEPES
10 mM KCI

12 mM MgCl,
1 mM EDTA

1 mMDTT

17 % Glycerol

0,76 ml Rotiphorese Gel 40
0,76 ml 1 M Tris/HCI, pH 6,8
4,4 ml dH,O

60 ul 10 % SDS

60 ul 10 % APS

6 ul TEMED

1,5 ml/2,3 ml/3 mi/3,6 ml
Rotiphorese Gel 40

3 ml 1,5 M Tris/HCI, pH 8,8
7,2 ml/6,5 ml/5,7 ml/5,1 ml
dH.O

120 ul 10 % SDS

60 ul 10 % APS

6 ul TEMED
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Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE-Puffer)

(verschiedene Anwendungen)

Tris-EDTA-Puffer (TE-Puffer)

(verschiedene Anwendungen)

Tris-gepufferter Salzlosung-Tween-20 (TBST)
(Western-Blot-Verfahren)

Zelllysepuffer (alk. Comet-Assay)

Zelllysepuffer
(Proteinextraktherstellung MGMT-Aktivitatstest)

Zelllysepuffer

(Proteinextraktherstellung Western-Blot-Verfahren)

90 mM Tris
90 mM Borsaure
1,25 mM EDTA

10 mM Tris/HCI
1 mM EDTA
pH 8

20 mM Tris

137 mM NacCl
0,1 % Tween-20
pH 7,6

2.5 M NaCl

100 mM EDTA

10 mM Tris/NaOH

1 % Na-Laurylsarcosinat
1 % Triton X100

10 % DMSO

pH 10

20 mM Tris/HCI

1 mM EDTA

1 mM B-Mercaptoethanol
5 % Glycerin

100 mM PMSF

pH 8,5

20 mM Tris/HCI

1 mM EDTA

1 mM B-Mercaptoethanol
5 % Glycerin

10 mM DTT

500 uM PMSF

1 UM NagVO,

pH 8,5
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2.16. Software

Ascent Software v2.6

Cell A

CellQuest Pro
EndNote v9.0.0

Gene Snap v6.0.5
GraphPad Prism v3.0.2

ImageQuant v5.2

Komet v4.0.2
Mikro Win 2000 v4.41

MS Office v2003
Multi-Analyst v1.0.1
Odyssey v3.0

Photoshop v7.0

Scanner Control v4

WinMDI v2.9

2.17. Verbrauchsmaterialien

15 ml-Réhrchen

50 ml-Réhrchen

6-Lochplatten

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts

Olympus Soft Imaging Solutions,
Munster, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Thomson Reuters, New York City,

New York

Syngene, Cambridge, GroRRbritannien
GraphPad Software, La Jolla, Kalifornien
Molecular Dynamics, Sunnyvale,
Kalifornien

Kinetic Imaging, Liverpool, GroRRbritannien
Mikrotek Laborsyteme, Overath,
Deutschland

Microsoft, Unterschleil3heim, Deutschland
Bio-Rad, Munchen, Deutschland

LI-COR Biosciences, Bad Homburg,
Deutschland

Adobe Systems, Mlunchen, Deutschland
Molecular Dynamics, Sunnyvale,
Kalifornien

J. Trotter,

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

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland
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24-Lochplatten

96-Lochplatten

96-Lochplatten (opak)

Chemielumineszenz-Filme (18 cm x 24 cm)

Chromatographie-Séaulen (Micro Bio-Spin 6/30)

Deckglaser (20 mm x 20 mm)

Deckglaser (50 mm x 24 mm)

Dialysierschlauche (MWCO 8-10 kDa)

Einmalpipetten (5 ml)

Einmalpipetten (10 ml)

FACS-Analysenrohrchen
Injektionsspritzen (5 ml)
Kombispitzen (5 ml)
Kryoréhrchen (2 ml)

Nitrozellulose-Transfer-Membran
Objekttrager (76 mm x 26 mm)

Parafilm

Pasteurpipetten (Glas)

Pipettenspitzen (weild)

Pipettenspitzen (gelb)

Pipettenspitzen (blau)

Reaktionsgefaflie (1,5 ml)

Reaktionsgefalie (2 ml)
Spritzenfilter (PorengrofRe 0,45 um)

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

GE Healthcare, Miinchen,
Deutschland

Bio-Rad, Miinchen, Deutschland
Roth, Karlsruhe, Deutschland
Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen,
Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
B.Braun, Melsungen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Whatman, Dassel, Deutschland
Diagonal, Minster, Deutschland
Pechiney Plastic Packaging
Company, Chicago, Illinois

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Roth, Karlsruhe, Deutschland
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Transferpapier (1 mm)

Zellkulturflaschen (25 cm?)

Zellkulturflaschen (75 cm?)

Zellkulturschalen (35 mm)

Zellkulturschalen (60 mm)

Zellkulturschalen (100 mm)

2.18. Gerate

[¥2P]-Detektionsschirm

[**P]-Dokumentationsanlage Typ Storm B40

[**"Cs]-Quelle

Analysenwaagen

Binokulare

Brutschrank

Durchflusszytometer

Einfrierbox

Typ Gammacell 2000

Typ TE4101

Typ A200S

Typ Wilovert A
Typ Telaval 31

Typ Hera Cell 150

Typ FACS Calibur

Typ Cryo 1

Freezing Container

Roth, Karlsruhe, Deutschland
Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen,

Deutschland

Molecular Dynamics,
Sunnyvale, Kalifornien
Molecular Dynamics,
Sunnyvale, Kalifornien
Molsgaard Medical,
Heorsholm, Dédnemark
Sartorius, Gottingen,
Deutschland

Sartorius, Gottingen,
Deutschland

Hund, Wetzlar, Deutschland
Carl Zeiss, Jena,
Deutschland

Heraeus, Hanau,
Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts
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Entwicklungskassette

Flassigszintillationszéhler

Geldokumentationsanlage

Typ Tri-Carb 2100TR

Typ Ingenius

Gelelektrophorese-Kammer Typ 41-2025

Gefrierschrank (-80C)

Heizblock

Heizkammer fur

Schiittelinkubator

Infrarot-Abbildungsanlage

Kombipipette

Luminometer

Mikroskope

Mikrozentrifuge
N,-Zelltank

pH-Meter

Photometer

Typ Wide Mini-Sub Cell

Typ Forma 905

Typ Thermostat 5320

Typ Certomat H

Typ Odyssey

Typ Multipette plus

Typ Centro LB 960

Typ Microphot-FXA

Typ Axiovert 35

Typ DW41
Typ Locator 6+

Typ pH525

Typ Multiscan EX

Typ Sunrise RC TS/TW

Appligene, Heidelberg,
Deutschland

Canberra Packard Central
Europe, Schwadorf, Austria
Syngene, Cambridge,
Grol3britannien

Peglab Biotechnologie,
Erlangen, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

B. Braun, Melsungen,
Deutschland

LI-COR Biosciences, Bad
Homburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Berthold Technologies, Bad
Wildbad, Deutschland
Nikon, Diisseldorf,
Deutschland

Carl Zeiss, Jena,
Deutschland

Qualitron, Korea

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts
WTW, Weilheim,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts
Tecan, Crailsheim,

Deutschland
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Pipetten

Pipetten

Pipettierhilfe

Proteintransferkammer

Schittelinkubator

SDS-PAGE-System

Sequenziergel-System

Spannungsgerate

Spektrophotometer

Sterilbank

Uberkopfschiittler

Ultraschallgerat

Ultrazenrtifuge

UVC-Quelle

Vakuumpumpe

Typ Pipetman
(P20, P100, P200, P1000)
Typ Labmate (10, 5000)

Typ Pipetboy acu
Typ Trans-Blot Cell

Typ Certomat R

Typ Mini-Protean 3 Cell

Typ Sequi-Gen GT

Typ Power Pac 200

Typ Power Pac 300

Typ 200/2.0 Power Supply

Typ 3000Xi

Typ Nanodrop ND-1000

Typ Hera Safe

Typ Eigenbau

Typ Sonifier

Cell Disruptor B15

Typ Himac CS 120GX
Typ NSE 11-270

Typ NO22 AN.18

Gilson, Middleton, Wisconsin

Abimed, Langenfeld,
Deutschland

IBS, Fernwald, Deutschland
Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland

B. Braun, Melsungen
Deutschland

Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland

Bio-Rad, Miinchen,
Deutschland

Bio-Rad, Munchen,
Deutschland

Bio-Rad, Munchen,
Deutschland

Bio-Rad, Munchen,
Deutschland

Bio-Rad, Munchen,
Deutschland

Peglab Biotechnologie,
Erlangen, Deutschland
Heraeus, Hanau,
Deutschland

Werkstatt,
Universitatsmedizin Mainz,

Deutschland

Branson Ultraschall,
Dietzenbach, Deutschland
Hitachi Koki, Tokyo, Japan
Philips, Hamburg,
Deutschland

KNF Neuberger, Freiburg

Deutschland
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Vortexer

Wasserbader

Wippschdttler

Zahlkammer

Zellschaber

Zentrifugen

Typ Vortex Genie 2

Typ 3044

Typ 1002

Typ Certomat TC2

Typ Neubauer

Typ Centrifuge 5402

Typ Megafuge 1.0R

Typ Megafuge 1.0

Typ Heraeus Pico

17 Centrifuge

Typ Sorvall RC-5

Bender & Hobein, Gera,
Deutschland
Kottermann, Uetze
Héanigsen, Deutschland
GFL, Burgwedel,
Deutschland

B. Braun, Melsungen,
Deutschland

Marienfeld, Lauda-
Kdnigshofen, Deutschland
Deutsch & Neumann,
Berlin, Deutschland
Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts
Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts
Du Pont, Neu Isenburg,

Deutschland
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3. Methoden

3.1. Kultivierung der Zellen

Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien wurde in entsprechendem Nahrmedium in
Plastikzellkulturflaschen bei 37<C in wasserdampfge sattigter Atmosphéare mit 7 % CO,
durchgefuhrt. Der Typ des Mediums sowie verwendete Zusatze wie FCS und

Antibiotika sind in Kapitel 2.1. angegeben.

Die Zelllinien wurden 2 x wochentlich passagiert. Dafir wurden die adhérent-
wachsenden Zellen, sobald das Wachstum der Zellen anndhernd eine Konfluenz
erreicht hatte, das alte Medium verworfen, die Zellkulturflasche mit PBS gespult und
mit Trypsin/EDTA-L6sung inkubiert. Die abgeldsten Zellen wurden vereinzelt und mit
frischem, angewarmtem Medium neu ausgeséat, wobei 80 — 90 % der Zellen verworfen
wurden. Zur Passage der Zellen, welche in Suspension wachsen, wurde die
Zellsuspension nach Inkubation der gewinschten Zeitspanne homogenisiert und die
Zelldichte mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Danach wurde die Zellsuspension
durch Zugabe von frischem, angewarmtem Medium auf eine Zelldichte von 3,5 x 10°

Zellen pro ml verdinnt.

Zur Herstellung des Stickstoff-Vorrats wurden exponentiell wachsende Zellen geerntet,
in PBS aufgenommen und 5 min bei 1000 g abzentrifugiert. Danach wurden die Zellen
in Einfriermedium aufgenommen, in ein Kryoréhrchen Uberfihrt und in der daftr
vorgesehenen Einfrierbox bei -80C weggefroren. Nac hdem sich die Temperatur
langsam angeglichen hat, wurden die Zellen am nachsten Tag in flliissigen Stickstoff
Uberfuhrt. Zum Auftauen der Zellen aus dem Stickstoff-Vorrat wurden die Kryoréhrchen
dem Stickstoff-Tank enthommen und mdglichst schnell im Wasserbad aufgetaut.
Danach wurde die gesamte Zellsuspension in Medium verdiinnt und 5 min bei 1000 g
abzentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden die Zellen in frischem,

angewarmtem Medium erneut ausgesat.
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3.2. Behandlung der Zellen mit Zytostatika

Zur Beantwortung der in Kapitel 1.4. erwédhnten Fragestellungen wurden die

Zellkulturen mit verschiedenen Zytostatika behandelt oder UVC bzw. IR ausgesetzt.

Die Zytostatika-Behandlung der Zellen erfolgte durch direkte Zugabe des spezifischen
Volumens der Stammlésung zum Zellkulturmedium oder, zur besseren Handhabung
bei geringen Zytostatika-Konzentrationen, durch Zugabe einer Vorverdinnung der
Stamml6ésung in Medium. Aufgrund der geringen Stabilititen und der damit
verbundenen kurzen Halbwertszeiten wurde bei der Behandlung mit MNNG, TMZ,
ETO, TPT und HACDT eine Dauerbehandlung durchgefihrt und auf einen
Mediumwechsel verzichtet. Im Fall von MMS wurde die Behandlungsdauer auf 1 Std.
begrenzt und nach entsprechender Inkubation das Medium nach einmaligem Waschen
mit PBS durch frisches, angewarmtes Medium ersetzt. Um das DNA-Reparaturprotein
MGMT zu inaktivieren, wurde, wenn nicht anders beschrieben, bei der Behandlung mit
den Alkylanzien (MNNG, TMZ und MMS) zusatzlich 1 Std. vor der Zytostatika-
Applikation der MGMT-Inhibitor O°-BG (Dolan et al., 1990) in einer Konzentration von
10 uM dem Medium zugefilgt.

Die Bestrahlung der Zellkulturen mit IR erfolgte an der [**'Cs]-Strahlungsquelle des
Institutsgebaudes. Die Bestrahlung mit UVC wurde unter der UV-Quelle durchgefiihrt.
Da Plastik und das Zellkulturmedium UVC-Strahlung abschirmen, wurden die
Zellkulturschalen vor der Bestrahlung geéffnet und das Medium fir den Zeitraum der

Bestrahlung entfernt.

3.3. Herstellung des shRNA-Vektors gegen Nibrin

Die von Oligoengine (Seattle, Washington) bezogenen Sense und Antisense DNA-
Oligonukleotide wurden jeweils in sterilem, Nuklease-freiem H,O gel6st und auf eine
Konzentration von 3 mg/ml eingestellt. Danach wurde die Fusionsreaktion (Annealing),
bei welcher die beiden einzelstrdngigen DNA-Oligonukleotide aneinander binden,
angesetzt. Es wurde jeweils 1 pg beider DNA-Oligonukleotide in 50 pl Fusionspuffer
verdiinnt und der Reaktionsansatz nacheinander 4 min bei 90C und 10 min bei 70C

inkubiert. Es folgte ein herunterkihlen auf 4C. Parallel dazu erfolgte die Linearisierung
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des pSuper basic-Vektors. Hierzu wurden 20 pg Vektor in Restriktionspuffer (rot)
verdinnt und 72 U HINDIII Restriktionsenzym zugefiigt und 2 Std. bei 37T inkubiert.
AnschlieRend wurde 40 U BGLII Restriktionsenzym hinzugefligt. Es folgte eine erneute
Inkubation von 2 Std. bei 37€C. Nach Abschluss der Linearisierung wurden beide
Restriktionsenzyme durch eine Inkubation des Ansatzes von 20 min bei 80C
inaktiviert. Darauf folgend wurde die Klonierung des doppelstrdngigen DNA-
Oligonukleotids in den linearisierten pSuper basic-Vektor durchgefihrt. Dazu wurden
80 ng DNA-Oligonukleotid, 0,5 ug pSuper basic-Vektor und 2000 U T4 DNA-Ligase in
T4 DNA-Ligase-Puffer verdinnt und Uber Nacht bei Raumtemperatur (RT) inkubiert.
Um die Effizienz der Bakterientransformation zu steigern, wurde nach der Klonierung
ein zusatzlicher BGL2-Verdau durchgefuhrt, welcher religierten Vektor, in welchen das
DNA-QOligonukleotid nicht kloniert wurde, wieder linearisiert. Es wurden 10 U BGLII

dem Klonierungsansatz zugefugt und 30 min bei 37<C inkubiert.

AnschlieRend erfolgte die Transformation des ligierten Vektors in kompetente E. coli-
Bakterien Stamm RR1 durch Verdinnen von etwa 250 ng Vektor-DNA in 100 pl
Bakterienlésung (E. coli RR1 in 50 mM CaCl,/10 % Glycerin) und nachfolgender
Inkubation von 30 min auf Eis. Danach wurde die Suspension fur 90 sec bei 42C
inkubiert und anschlie3end mit 300 pl vorgewarmten LB-Medium weiter verdunnt. Es
erfolgte eine weitere Inkubation von 1Std. bei 37°C und nachfolgend eine
Zentrifugation flr 2 min bei 4000 Umdrehungen pro Minute. Danach wurden 300 pl des
Uberstandes verworfen, die transformierten Bakterien in den verbleibenden 100 pl
resuspendiert und abschlielend auf LB-Agar-Platten, die mit 100 pg/ml Ampicillin
supplementiert wurden, ausgestrichen. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37T

inkubiert.

Nachdem Ampicillin-resistente Kolonien auf den Platten gewachsen waren, wurden
einige wenige dieser Kolonien gepickt, in jeweils 3 ml LB-Medium, das mit 100 pg/mi
Ampicillin supplementiert wurde, resuspendiert und zur Amplifikation fur 8 Std. bei
37T unter konstantem Schutteln inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde
jeweils 60 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium mit jeweils 60 — 120 pl der gewachsenen
Bakteriensuspensionen angeimpft und Uber Nacht unter gleichen Bedingungen
inkubiert. Am nachsten Morgen wurden die Bakterienkulturen geerntet und jeweils
komplett in die Plasmid-Praparation eingesetzt, welche mit dem Plasmid Midi Kit laut

Protokoll durchgefiihrt wurde. AbschlieBend wurde die isolierte Plasmid-DNA jeder
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Kultur in 40 pl TE-Puffer resuspendiert und nach Messen der DNA-Konzentration am

Spektrophotometer auf eine Konzentration von 1 pg/ul verdinnt.

Zum Testen, ob das DNA-Oligonukleotid in den linearisierten Vektor kloniert wurde,
wurde ein Teil der isolierten Plasmide erneut einem Restriktionsverdau unterzogen und
mittels  Gelelektrophorese untersucht. 1pug Plasmid-DNA wurde daher in
Restriktionspuffer (rot) verdiinnt und 18 U HINDIII sowie 10 U EcoRI Restriktionsenzym
zugesetzt. Nach Ablauf der Inkubation Uber Nacht bei 37<C erfolgte die Untersuchung
des Restriktionsmusters durch Auftrennung des Verdaus in einem 2 %-igen
Ethidiumbromid-haltigen Agarose-Gel in TBE-Puffer bei 90 V, wobei die Geltaschen mit
0,5ug DNA beladen wurden. Die Analyse des Gels wurde an der

Geldokumentationsanlage mit der Gene Snap v6.0.5 Software durchgefihrt.

Zur abschlieRenden Uberpriifung der fertigen Vektoren wurde jeweils die Region um
das klonierte DNA-Fragment sequenziert. Hierzu wurden Proben der Plasmide mit
Nuklease-freiem H,0 auf eine Endkonzentration von 0,25 pg/ul verdinnt und die
Sequenzierung bei Genterprise Genomics (Mainz, Deutschland) als Single Read in

Auftrag gegeben.

3.4. Stabile Transfektion von Melanomzellen und Fib roblasten

Menschliche Melanomzellen (D03) und Fibroblasten (GM637, NBS-1LBI und ATs4)
wurden mit verschiedenen Vektoren stabil transfiziert. In den Melanomzellen sollte ein
Knockdown von NBN mittels RNAi erreicht werden. Dazu wurde der pSuper basic
Vektor, der eine cDNA fir die shRNA (short-hairpin RNA) gegen NBN tragt, verwendet.
In den Fibroblasten wurde eine ektopische Expression von MGMT angestrebt, da die
verwendeten Zelllinien das Protein endogen zum Teil nicht exprimierten. Fur diese
Transfektion wurde der bereits beschriebene pSV2-MGMT Vektor verwendet (Kaina et
al., 1991). Um eine Selektionsmdglichkeit zu erhalten, erfolgte in beiden Féllen eine
Co-Transfektion mit dem pSV2-neo Vektor, welcher ein Neomycin (neo)-Resistenzgen
besitzt (Southern and Berg, 1982).

Die Transfektion wurde mit dem Effectene Transfektions-Reagenz laut Protokoll des

Herstellers durchgefihrt. Am Tag vor der Transfektion wurden die Zellen in 6 cm-
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Schalen ausgesét, wobei die Zelldichte so gewahlt wurde, dass die Konfluenz der
Zellkultur zum Zeitpunkt der Transfektion ca. 40 — 80 % betrug, was in der Regel
2 x 10° Zellen pro Schale entsprach. Es wurde pro Transfektions-Ansatz 0,9 pg des
pSuper basic oder des pSV2-MGMT Vektors sowie 0,1 ug pSV2-neo fir die Selektion
in DNA-Kondensationspuffer (Puffer EC) aus dem Kit auf ein Volumen von 150 pl
verdinnt und anschlieBend 8 pl Enhancer-Reagenz (ebenfalls aus dem Kit) zugefigt.
Nach einer Inkubation von 5 min erfolgte die Zugabe von 25 ul Effectene-Reagenz
sowie eine Inkubation von 10 min zur Formation der Transfektionskomplexe. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde der Losung 1 ml Zellkulturmedium zugefigt und der
Ansatz auf die Zellen, welche vorher einem Mediumwechsel unterzogen wurden,
aufgetropft. Nach einer Inkubation der Zellen von 18 — 20 Std. im Brutschrank wurde
das Medium gewechselt. Es folgte eine erneute Inkubation von 24 Std. Danach wurden
die Zellen im Verhéltnis 1:5 bis 1:10 gesplittet. Nach einer weiteren Inkubation von
24 Std. wurde dem Zellkulturmedium das neo-Analogon G418 in einer Konzentration
von 1 mg/ml zugefugt. Nach Auswachsen G418-resistenter Kolonien wurden diese
untereinander isoliert und in 24-Lochplatten neu ausgesat. AbschlieRend wurden die
Zellen der Klone expandiert, so dass fir den Stickstoff-Vorrat und fur die Herstellung
von Proteinextrakten zur Analyse des NBN-Knockdowns bzw. der ektopischen MGMT-

Expression gentigend Zellen zur Verfiigung standen.

3.5. Wachstumskurven

Zur Erstellung von Wachstumskurven der Zelllinien wurden jeweils 5 x 10* Zellen
(adh&rent-wachsende Zellen) bzw. 2 x 10° Zellen (Suspensionszellen) pro 6 cm-Schale
ausgesat, im Intervall von 24 Std. geerntet und die Zellzahl mit der Neubauer
Zahlkammer bestimmt. Im Fall der adharent-wachsenden Zellen ist zu beachten, dass
die erste Zellzahlbestimmung 24 Std. nach Aussaat den Beginn der Wachstumskurve
(t=0Std.) widerspiegelt, da sonst die Anwachseffizienz der Zellen die
Wachstumskurve verfalschen wirde. Anhand der Wachstumskurve wurde zusétzlich

die Generationszeit mit der GraphPad Prism v3.0.2 Software berechnet.
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3.6. WST-1-Assay

Der WST-1-Assay ist ein gangiger Toxizitdtstest, der eine Bestimmung der
Zellviablilitdt nach Behandlung mit Toxinen ermdglicht. Dabei wird das im Assay
eingesetzte Tetrazoliumsalz durch zellulare Enzyme der Atmungskette gespalten,
wobei Formazan als Endprodukt entsteht und einen Farbumschlag bewirkt, der
Photonen mit einer Wellenlange von 440nm maximal absorbiert. Durch
photometrische Messung dieses Farbumschlags mit einem Photometer kann auf die
Anzahl der lebenden Zellen mit intakter Atmungskette im Reaktionsansatz geschlossen

und somit die Toxizitat der zu untersuchenden Substanz bestimmt werden.

Die Durchfiihrung des Assays erfolgte im Fall der adharent-wachsenden Zellen gemani
dem Protokoll des Herstellers. Die Zellen wurden in eine 96-Lochplatte ausplattiert
(5000 Zellen pro Loch) und am folgenden Tag mit den entsprechenden Zytostatika
behandelt. Nach der gewlnschten Inkubationszeit wurde das Medium vorsichtig
abgesaugt und durch 100 pl Reaktionslosung ersetzt. Danach erfolgte eine Inkubation
der Zellen bei 37C bis ein kraftiger Farbumschlag in den Ansatzen mit den

unbehandelten Kontrollzellen sichtbar wurde. Dies dauerte in der Regel 1 — 2 Std.

Zur Bestimmung der Toxizitdt in den lymphoblastoiden Zelllinien wurde die
Durchfiihrung des Protokolls modifiziert, da die Zelllinien dieses Zelltyps in Suspension
wachsen. Die Zellen wurden in einer 6 cm-Kulturschale mit einer Dichte von 5 x 10*
Zellen pro ml ausgeséat und mit den Zytostatika behandelt. Nach Beendigung der
Inkubation wurde die Zelldichte in den unbehandelten Kontrollzellen erneut bestimmt
und 5 x 10* Zellen in ein Loch einer 96-Lochplatte Uberfuhrt. Im Fall der Ansétze,
welche einer Zytostatika-Behandlung ausgesetzt waren, wurde das gleiche Volumen
wie bei den Kontrollzellen fir die Reaktion transferiert. Je nach Toxizitat wurden somit
entsprechend weniger Zellen der behandelten Ansatze in die Reaktion eingesetzt. Die
Reaktionsansatze wurden anschlie@Rend auf ein  Volumen von 90 pul mit
Zellkulturmedium verdunnt und mit 10 ul WST-1-Reagenz aufgeflillt, so dass ein
Gesamtvolumen von jeweils 100 pl vorlag. Danach wurde die 96-Lochplatte ebenfalls
1 -2 Std. bei 37T inkubiert bis in den Reaktionsan satzen der unbehandelten Zellen

ein kraftiger Farbumschlag sichtbar wurde.
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AbschlieBend erfolgte die Messung der Extinktion am Photometer bei einer
Wellenlange von 440 nm und einer Referenzwellenlange als Kontrolle von 600 nm,
wobei die Absorption in den Ansatzen der unbehandelten Kontrollzellen zwischen 0,7
und 1 liegen sollte. Die Hintergrundextinktion wurde durch Messen einer Nullkontrolle
ohne Zellen bestimmt und ausgeschlossen. Fir jede Zytostatika-Konzentration wurden
Vierfachwerte gemessen und der Mittelwert bestimmt. Zur Berechnung der Toxizitét
wurde die Extinktion, die proportional zur Zellviabilitat ist, in den unbehandelten
Kontrollzellen als 100 % definiert und die Viabilitat der Zytostatika-behandelten Zellen

entsprechend in Bezug dazu dargestellt.

3.7. Annexin V/PI-Doppelfarbung und Analyse am FACS

Diese Methode, welche erstmal 1995 beschrieben wurde, erlaubt die Unterscheidung
von lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zellen in einer Population und ist daher
fur Untersuchungen, Uber welche Signalwege die betreffenden Zellen sterben, gut

geeignet (Vermes et al., 1995).

Als frihe Ereignisse wahrend der Apoptose treten Verdnderungen in der
Plasmamembran auf. Ein solches Ereignis ist die Translokation von Phosphatidylserin
von der Innenseite der Plasmamembran nach auf3en zur Zelloberflache (Martin et al.,
1995). Diese Membranveradnderung spielt im weiteren Verlauf der Apoptose an der
Erkennung der entstehenden Zellfragmente durch Phagozyten eine wesentliche Rolle
und verleiht apoptotischen Zellen einen so genannten ,Eat-Me-Label”. Annexin V ist
ein eukaryotisches Protein, welches Ca”**-abhangig an Phosphatidylserin bindet
(Andree et al., 1990). Da Annexin V nicht membrangéangig ist, wird es sowohl von
vitalen als auch von apoptotischen Zellen ausgeschlossen. Mit dem
Durchflusszytometer wird daher unter Verwendung von Fluoresceinisothiocyanat
(FITC)-markiertem Annexin V-Protein, das von Photonen mit einer Wellenldnge von
495 nm maximal angeregt wird und daraufhin Photonen emittiert, eine Unterscheidung
von vitalen und apoptotischen Zellen méglich, da nur in apoptotischen Zellen

Phosphatidylserin fir Annexin V zuganglich ist.

Die oben beschriebene Translokation von Phosphatidylserin tritt jedoch auch wahrend

der Nekrose auf. Im Gegensatz zur Apoptose kommt es hier jedoch bereits im sehr
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frihen Stadium zu einem Zusammenbruch der Plasmamembrankontinuitéat. Beides hat
zur Folge, dass nekrotische Zellen am Durchflusszytometer ebenfalls Annexin V-positiv
erscheinen. Eine Differenzierung von apoptotischen Zellen wird jedoch unter
zusatzlicher Verwendung von PIl, das in Nukleinsauren interkaliert und von

apoptotischen nicht jedoch von nekrotischen Zellen ausgeschlossen wird, méglich.

Nach Ablauf der spezifischen Inkubationszeit nach Zytostatika-Behandlung wurden die
zu untersuchenden Zellen mit Trypsin/EDTA-L6sung geerntet und 5 min bei 1000 g
und 4T abzentrifugiert, wobei der Uberstand der Zellkultur der geernteten
Zellsuspension zugefligt wurde, da sterbende Zellen die Adhasion zur Petrischale
verlieren. Danach wurde der Uberstand verworfen, die Zellen 1 x in PBS gewaschen,
erneut unter den gleichen Bedingungen abzentrifugiert und in 50 pl Annexin V-
Bindepuffer resuspendiert. Nach Zugabe von 2,5ul FITC-markiertem Annexin V
erfolgte eine Inkubation von 15— 20 min auf Eis. Danach wurde der Zellsuspension
erneut 430 pl Annexin V-Bindepuffer zugefigt und die Zellen zusatzlich mit 10 pl PI-
Losung (50 mg/ml) angeféarbt. Bis zur Messung erfolgte die Lagerung der fertigen

Proben auf Eis.

Die Messung der Proben wurde am Durchflusszytometer durchgefiihrt. Pro Probe
wurden 1 x 10* Zellen analysiert und mit der Software CellQuest Pro aufgezeichnet.

Die Auswertung erfolgte mit der Software WinMDI v2.9.

3.8. Herstellung von Proteinextrakten

Fur die Western-Blot-Analyse und den MGMT-Aktivitat ~ stest

Zur Herstellung von Proteinextrakten fir die Western-Blot-Analyse und den MGMT-
Aktivitatstest wurden die zu verwendeten Zellen mit Trypsin/EDTA-LOsung geerntet
und zentrifugiert (5 min, 4C, 1000 g). Die Zellen wurden daraufhin 1 x mit kalter PBS
gespllt, erneut unter den gleichen Bedingungen zentrifugiert und in 150 — 300 pl
Zelllysepuffer, je nach Zellmasse (Zellpellet), resuspendiert. Danach wurde die Lyse
der Zellen durch Ultraschallbehandlung durchgeftihrt, wobei 3 x 10 Impulse
(Ausgangsregler: 4, Auslastungsgrad: 40 %) angewendet wurden. AbschlieRend

wurden die verbleibenden Zellfragmente 10 min bei maximaler Geschwindigkeit und
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4T abzentrifugiert. Der Uberstand, in welchem die Proteine geldst sind, wurde dann in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Benutzung bei -20C gelagert.

Um Phosphorylierungen an Proteinen mit dem Western-Blot-Verfahren nachzuweisen,
wurde neben dem oben beschriebenen Protokoll eine zweite Methode verwendet, da
sonst bei der Herstellung des Proteinextrakts die Wahrscheinlichkeit grof3 ist, dass die
zu untersuchenden Phosphorylierungen enzymatisch abgebaut werden. Dieses
Protokoll wurde jedoch nur bei den adharent-wachsenden Zellen angewendet, da es
sich nicht fir Zellen eignet, welche in Suspension wachsen. Nach der gewiinschten
Inkubationszeit wurde die Zellkulturschale mit PBS gespult, wobei das PBS sehr
sorgféltip abgesaugt wurde, da in der Schale verbleibende FlUssigkeit sonst die
Konzentration des Protein-Ladepuffers verdiinnen wiirde. Danach wurde 200 — 400 pl
Protein-Ladepuffer, der auf 95T vorgeheizt wurde, direkt auf die Zellkultur aufgetropft
und durch Schwenken der Schale verteilt. Durch weiteres Schwenken wurden die
Zellen direkt auf der Zellkulturplatte lysiert, wobei aufgrund der freigesetzten
Nukleinsauren eine viskose Masse entstand. Diese wurde anschlieRend in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald dberfiihrt und 2 x 10 Impulse (Ausgangsregler: 4, Auslastungsgrad:
40 %) am Ultraschallgerat ausgesetzt, um die Nukleinsduren zu degradieren. Zum
Denaturieren der Proteine wurden die Proteinextrakte abschlieend fur 5 min auf 95C

erhitzt. Die Lagerung der Proteinextrakte erfolgte bei -20<C.

Fir den BER-Aktivitatstest

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit einem Zellscharber geerntet. Hierfir wurden
die Zellen in der Zellkulturschale zuerst mit PBS gespdlt und erneut mit 5 ml eiskalter
PBS Uberschichtet. Mit dem Zellschaber wurden die Zellen durch vorsichtiges
Streichen gelost, in ein 15 ml-Roéhrchen Uberfihrt und darauf folgend mittels
Zentrifugation (5 min, 1000 g, 4C) geerntet. Die Z ellen wurden dann mit eiskalter PBS
gewaschen und anschlieBend bei gleichen Bedingungen zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde daraufhin mit flussigem Stickstoff schockgefroren und fir

mindestens 1 Std. bei -80C gelagert.

Zur Lyse der Zellen wurden diese nach dem Auftauen zuerst in Puffer | resuspendiert,
wobei das Volumen dem Volumen der Zellmasse entsprach. AnschlieRend erfolgte
eine Verdinnung der Probe mit dem doppelten Volumen von PufferIl. Nach
griindlichem Mischen wurden die Ansétze fir 2 Std. auf dem Uberkopfschiittler bei 4C

inkubiert. Um verbleibende Zellfragmente und Nukleinsauren vom Proteinextrakt zu
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trennen, erfolgte danach eine Zentrifugation der Ansétze in der Ultrazentrifuge (4 x 10*
Umdrehungen pro Minute, 20 min, 4<C), Der Uberstand, welcher die Proteine
beinhaltet, wurde gesammelt und Uber Nacht mit Dialyse-Schlauchen (8-10 kDa) in
RWDB-Puffer bei 4T unter konstantem Rihren dialysi ert. Bei der Dialyse entstandene
Prazipitate wurden durch erneutes Zentrifugieren (maximale Geschwindigkeit, 10 min,
4C) der Proteinextrakte eliminiert. Da die Enzymak tivitat bei wiederholtem Auftauen
und Einfrieren abnimmt, wurden die fertigen Proteinextrakte aliquotiert und danach mit
flussigem Stickstoff schockgefroren. Bis zur Verwendung erfolgte die Lagerung bei
-80C.

3.9. Bestimmung der Proteinkonzentration durch den Bradford-
Test

Da bei den durchgefihrten Tests (Western-Blot-Analyse, BER-Aktivitatstest, MGMT-
Aktivitatstest) jeweils eine spezifische Proteinmenge eingesetzt wurde, wurde die
Konzentration der Proteinextrakte vor der ersten Verwendung mit dem so genannten
Bradford-Test bestimmt (Bradford, 1976).

Es wurde je nach zu erwartender Proteinkonzentration 1 — 3 pl Proteinextrakt in ein
Loch der 96-Lochplatte pipettiert und mit 200 ul Bradford-Lésung Uberschichtet. Nach
einer Inkubation von ca. 5—-10 min wurde die Absorption der Probe bei einer
Wellenlange von 595 nm photometrisch bestimmt. Als Referenz wurde zusétzlich eine
Eichreihe angelegt, wobei jeweils 1 —5 ul BSA-Losung (1 pg/ul) in ein Loch der 96-
Lochplatte pipettiert wurde, so dass die absolute Proteinmenge pro Loch
1-5pug betrug. Anhand der Absorptionswerte der Eichreihe wurde mit der
Ascent Software v2.6 eine Regressionsgerade ermittelt und die daraus resultierende
Steigungsfunktion bestimmt. Anhand der Steigungsfunktion wurde die Gesamtmenge
an Protein in den einzelnen Reaktionsansétzen ermittelt und die Konzentration im
Proteinextrakt berechnet. Um Pipettierfehler zu minimieren, wurden fir die
Bestimmung der Proteinkonzentration 4-fach Werte (Doppelwerte fir die Eichreihe)

angelegt und der Mittelwert berechnet.
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3.10. Western-Blot-Verfahren

Das hier verwendete Western-Blot-Verfahren basiert auf einer Methode, welche
erstmals Ende der 1970er Jahre beschrieben wurde (Renart et al., 1979). Sie
ermdglicht die Detektion und Quantifizierung spezifischer Proteine aus einem
Proteinextrakt. Dabei werden Proteine, nachdem sie in einem denaturierenden SDS-
Polyacrylamidgel im elektrischen Feld der Grol3e nach aufgetrennt wurden, auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert und anschlieend mit spezifischen Antikérpern,
welche selektiv an die zu untersuchenden Proteine binden, inkubiert. Die gebundenen
Primarantikbrper werden anschlieend mit einem sekundédrem Antikérper, der
entweder mit Meerrettichperoxidase oder mit einem Infrarot-Farbstoff gekoppelt ist,

detektiert und die Proteine entsprechend sichtbar gemacht.

Als erster Schritt wurde die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Auftrennung der
Proteine durchgefiihrt. Dafir wurden die SDS-Polyacrylamid-Gele jeweils frisch
gegossen. Die flussige Losung fur das Trenngel wurde, nachdem die Polymerisations-
Reaktion durch Zugabe von 60 pl 10 % APS und 6 uM TEMED induziert wurde, in die
vorher aufgebaute Gel-Apparatur gegossen und zum Glatten der Oberflache mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach Beendigung der Polymerisation wurde das
Isopropanol abgeschittet und das Trenngel mit flissiger Sammelgel-Losung, deren
Polymerisation auf die gleiche Weise wie im Fall des Trenngels verlief, Giberschichtet.
Unmittelbar danach wurde der entsprechende Kamm zur Bildung der Ladetaschen
eingesetzt. Danach wurde das fertige Gel in die Elektrophorese-Kammer eingesetzt
oder bis zur Verwendung im Kihlschrank, in feuchte Ticher und Zellophanfolie
eingeschlagen, gelagert. Nach dem Einsetzen des Gels in die Elektrophorese-Kammer
wurde diese mit Elektrophorese-Puffer gefillt, so dass die Ladetaschen des Gels

vollstandig tberschichtet waren.

Danach folgte die Beladung der Geltaschen mit den Proteinextrakten. Hier ist zu
beachten, dass die Proteinextrakte, welche fur die Detektion von
Proteinphosphorylierungen hergestellt wurden, direkt aufgetragen wurden, da die
Proteine schon in Protein-Ladepuffer gelést waren. Auf3erdem musste in diesem Fall
aufgrund des Ladepuffers auf eine Konzentrationsbestimmung mittels Bradford-
Methode verzichtet werden. Daher wurden 10 -15 pl Proteinextrakt pro Tasche

aufgetragen. Spéater wurde dann eine Konzentrationsangleichung vorgenommen,
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indem die Signalintensitadt  der Ladekontrolle (normalerweise ERK2
[Extracellular signal-regulated kinase 2]) quantifiziert wurde und anschlieRend die
Extrakte entsprechend verdunnt wurden. Die Proteinextrakte, welche in Zelllysepuffer
gelést waren, wurden nach der Konzentrationsbestimmung in Ladepuffer
aufgenommen und 5 min bei 95C aufgekocht, um die P roteine zu denaturieren. In die
einzelnen Ladetaschen wurden dann jeweils 20 — 30 ug Proteinextrakt in Ladepuffer
eingebracht. Nach Abschluss der Beladung der Geltaschen wurde das elektrische Feld
angelegt. Die Elektrophorese wurde in Elektrophorese-Puffer bei 100 - 130V
durchgefuhrt und abgestoppt sobald die blaue Lauffront, bedingt durch den Ladepuffer,

bis zur unteren Gelkante vorgedrungen war.

Nach Beendigung der Gelelektrophorese erfolgte der Proteintransfer. Dazu wurde das
Gel der Elektrophorese-Einheit entnommen und auf einer mit Transferpuffer getrankten
Nitrozellulose-Transfer-Membran platziert. Beide Seiten wurden mit angefeuchtetem
Transferpapier und Schwammmatten umschlossen, in einem Gelhalter fixiert und in die
Transferkammer, welche mit Transferpuffer gefullt war, geschoben. Dabei war
aufgrund der negativen Ladung der Proteine und des daraus resultierenden
Wanderungsverhaltens im elektrischen Feld auf die Orientierung des Gels und der
Transfer-Membran zu achten, wobei das Gel zur Kathode und die Transfer-Membran
zur Anode gerichtet wurden. Nach Anlegen der Spannung erfolgte der Transfer tber

Nacht bei einer Stromstarke von 100 mA.

Im Anschluss an den Proteintransfer wurde die Transfer-Membran dem
Transfersystem entnommen und mit TBST gespult, um restlichen Transferpuffer zu
entfernen. Danach erfolgte ein Anféarben der Proteine auf der Transfer-Membran durch
kurze Inkubation der Membran in Ponceau S-Lésung und ein anschlieBendes Spulen
mit TBST. Die Banden des Protein-Markers wurden dann mit Bleistift auf der Transfer-
Membran angezeichnet. Um unspezifische Antikdrperbindungen an der Transfer-
Membran zu verhindern, wurde diese danach fir 1 Std. mit Blocklésung inkubiert und
anschlieend erneut mit TBST gespult. Die Inkubation der Membran mit dem
Primarantikérper wurde Gber Nacht bei 4C durchgefu hrt. Hierflr wurden die Antikdrper
in einer Konzentration von 1:1000 bis 1:3000 in Blocklésung verdinnt. Danach folgten
3 x 10 min Waschen mit TBST und die Inkubation mit dem Sekundarantikérper, der
ebenfalls in Blocklosung verdinnt wurde (1:2000 fur Peroxidase-konjugierte Antikorper,

1:10000 fur Infrarot-Farbstoff-konjugierte Antikorper). Die Inkubationszeit betrug
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1 -2 Std. bei RT. AbschlieRend wurde die Transfer-Membran erneut 3 x 10 min mit

TBST gewaschen.

Die Detektion der Antikorper erfolgte entweder, wie oben bereits erwéahnt, mittels
Chemielumineszenz, wenn Meerrettichperoxidase-gekoppelte Sekundarantikdrper
verwendet wurden, oder mit der Odyssey-Infrarot-Abbildungsanlage, bei Verwendung
von Infrarot-Farbstoff-gekoppelten Antikérpern. Im ersten Fall wurde die Transfer-
Membran mit ECL-L6sung Uberschichtet und 5 min bei RT inkubiert. Nach Ende der
Inkubationszeit wurde die Transfer-Membran in Zellophan-Folie eingeschlagen, in einer
Entwicklungskassette platziert und in der Dunkelkammer einem bisher unbelichteten
Chemielumineszenz-Film exponiert, wobei die Expositionsdauer von mehreren
Sekunden bis einigen Minuten entsprechend der Signalstarke der jeweiligen Antikorper
variierte. Zum Visualisieren der Proteinbanden wurde der Chemielumineszenz-Film
nach Ablauf der Belichtungsdauer in 20 % Entwickler-Losung inkubiert und
anschlielend mit Leitungswasser gespult. Danach erfolgte eine Fixierung des
Chemielumineszenz-Films in 20 % Fixier-Losung und ein erneutes Spllen mit
Leitungswasser. Um die Ergebnisse zu digitalisieren, wurde der Film nach dem
Trocknen am PC eingescannt. Gegebenenfalls wurde die Proteinbanden-Intensitat mit

der Multi-Analyst v1.0.1 Software quantifiziert.

Falls Infrarot-Farbstoff-gekoppelte Sekundarantikdrper verwendet wurden, wurde die
Transfer-Membran nach dem letzten Waschen getrocknet, mit der Infrarot-
Abbildungsanlage gescannt und mit der Odyssey v3.0 Software analysiert. In beiden

Fallen erfolgte die Bildbearbeitung mit Photoshop v7.

3.11. BER-AKktivitatstest

Mit dem BER-Aktivitatstest ist es moglich die einzelnen Teilschritte des BER-
Sighalwegs zu untersuchen (Dianov, 2003). Hierbei wird ein doppelstrangiges DNA-
Oligonukleotid, das eine apurine Stelle enthalt und radioaktiv markiert ist, mit einem
Proteinextrakt inkubiert. Dabei kommt es durch die aktiven BER-Proteine zur Reparatur
der DNA-Lasion. Nach einer spezifischen Inkubationszeit wird die Reaktion abgestoppt
und die DNA-Fragmente in einem denaturierenden Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und

analysiert. Da das DNA-Oligonukleotid wahrend des Reparaturprozesses erst
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geschnitten und nach Behebung der Lasion wieder religiert wird, ist es mdglich anhand
des Wanderungsverhaltens der DNA-Fragmente die wesentlichen Schritte der BER zu
untersuchen und anhand dessen auf die BER-Reparatur-Kapazitat in den

entsprechenden Proteinextrakten der Zellen zu schliel3en.

Um das DNA-Oligonukleotid in die BER-Reaktion einsetzen zu kdénnen, wurde dieses
zu Beginn hergestellt. Dabei erfolgte zuerst die radioaktive Markierung des 5-Endes
eines einzelstrangigen DNA-Fragments mit 39 Nukleotiden, das an der Position 20 ein
Uracil-Rest trug (2GSU). Dazu wurde 120 pmol des DNA-Fragments, 2 pl [*P]-
markiertes ATP, 10 U T4 Polynukleotid-Kinase in Polynukleotid-Kinase-Reaktionspuffer
in einem Reaktionsansatz mit einem Gesamtvolumen von 40 pl eingesetzt, fir 90 min
bei 37C inkubiert und auf ein Volumen von 100 pl mit TE-Puffer aufgefullt.
Anschlielend erfolgte die Aufreinigung der DNA mit aquilibrierten Chromatographie-
Saulen (Micro Bio-Spin 6) durch Zentrifugation fur 4 min bei 1000 g und eine weitere

Verdinnung der gelésten DNA mit dH,O auf ein Volumen von 200 pl.

Darauf folgend wurde die Fusionsreaktion angesetzt. Hierfir wurden 100 pl des
radioaktiv-markierten DNA-Oligonukleotids mit 120 pmol eines komplementéren DNA-
Fragments (2GSComp) supplementiert, 20 pl 1 M NaCl zugegeben und der Ansatz auf
ein Endvolumen von 200 pul mit TE-Puffer verdinnt. Es folgte ein Erhitzen auf 90C fur
5 min und ein langsames Abkihlen der Reaktion auf RT in einem Wasserbad. Nach
der Fusion der beiden einzelstrangigen DNA-Molekile wurde in dem doppelstrangigen
DNA-Oligonukleotid durch enzymatisches Entfernen des Uracil-Restes eine apurine
Stelle generiert. 30 ul der Duplex-DNA wurde 4 U Uracil-DNA-Glykolsylase zugesetzt
und in BER-Puffer in einem Volumen von 60 ul fur 1Std. bei 37 inkubiert.
AbschlieBend wurde das DNA-Oligonukleotid mit aquilibrierten Chromatographie-
Saulen (Micro Bio-Spin 30) durch erneute Zentrifugation fur 4 min bei 1000 g
aufgereinigt und bis zur Verwendung des fertigen DNA-Oligonukleotids in der

Reparatur-Reaktion bei -20C gelagert.

Fur die Durchfiihrung der Zeit-abhangigen Reparatur-Reaktion wurden die zuvor
hergestellten Proteinextrakte mit RWDB-Puffer auf eine Konzentration von 0,4 pg/ul
verdiunnt. AnschlieRend wurden jeweils 30 pl dieser Verdinnung mit 30 pl frisch
hergestelltem Mix A, der unter anderem das radioaktiv-markierte DNA-Oligonukleotid

enthélt, gemischt und bei 37 inkubiert. Nach der gewiinschten Reaktionszeit wurden
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jeweils 10 pl der Reaktion entnommen und in 10 pl Formamid-Ladepuffer verdinnt. Es
folgte ein Erhitzen auf 90C fir 15 min. Nach Abkih len der Proben wurden diese in ein
Poylacrylamid-Sequenziergel, das in der entsprechenden Kammer installiert wurde,

aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte fir 4 Std. bei 10 Watt in TBE-Puffer.

Zum Detektieren der radioaktiv markierten DNA-Fragmente wurde das Gel nach der
Auftrennung dem [*P]-Detektionsschirm tber Nacht exponiert. AbschlieRend wurde
das Gel an der [*P]-Dokumentationsanlage mit der Scanner Control v4 Software
eingescannt und mit der ImageQuant v5.2 Software analysiert. Die Quantifizierung der

Bandenintensitaten erfolgte mit der Multi-Analyst v1.0.1 Software.

3.12. MGMT-Aktivitatstest

Das Prinzip des Aktivitatstests beruht auf der Ubertragung einer radioaktiv-markierten
Methylgruppe von der O°-Position eines Guanosins aus einem Nukleinsaure-Fragment
auf das MGMT-Protein im zu untersuchenden Proteinextrakt (Myrnes et al., 1984). Die
bei dieser Reaktion Ubertragene Radioaktivitat kann mit einem
Flussigszintillationszéhler detektiert und quantifiziert werden, wobei die gemessene

Menge an Radioaktivitat im Proteinextrakt proportional zur MGMT-Aktivitat ist.

Die im Test verwendete DNA stammte aus einem Kalbsthymus und wurde vor dem
eigentlichen Aktivitatstest durch Verwendung von [*H]-MNU radioaktiv markiert. Die
Methylierungseffizienz der O°-Position des Guanosins liegt dabei in der Regel bei
90 %. Danach erfolgte eine Aufreinigung der DNA durch 3-malige Fallung mit Ethanol
und abschlieBend ein Losen der DNA in TE-Puffer. Die gebrauchsfertige, radioaktiv-

markierte DNA wurde von Prof. Kaina bereitgestellt.

Zur Aktivitatsmessung wurden 200 pg Proteinextrakt und 10 pl [*H]-markierte DNA (ca.
80000 cpm) in einem Reaktionsvolumen von 200 pl in Reaktionspuffer fir 90 min bei
37< inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 400 ul 13 % Trichloressigsaure (TCA)
und von 100 ug BSA. Durch das Aufkochen der Probe flr 30 min bei 95 wurde die
DNA hydrolysiert. Die Proben wurden anschlieBend auf Eis abgekihlt, wobei die
Proteine geféllt wurden. Durch eine Zentrifugation (maximale Geschwindigkeit, 10 min,
4C) wurden die Proteine sedimentiert, anschlieBend 3 x mit 400yl 5% TCA
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gewaschen und zum Abschluss in 200 yl 0,21 N NaOH hydrolysiert. Die gebundene
Radioaktivitat wurde nach Zugabe von 5ml Szintillationsflissigkeit im
Flassigszintillationszéhler bestimmt und abschlieBend die MGMT-Aktivitdt, die in

fmol/mg Gesamtprotein angegeben wurde, berechnet.

3.13. Alkalischer Comet-Assay

Der Comet-Assay (oder auch Einzelzellgelelektrophorese) wurde erstmals 1984 als
sensitive Methode zur Quantifizierung von DSBs in einzelnen Zellen beschrieben
(Ostling and Johanson, 1984). Das Prinzip des Comet-Assays beruht auf dem
Wanderungsverhalten von Nukleinsauren in Agarose im elektrischen Feld aufgrund
deren negativen Ladung. Dabei wird ausgenutzt, dass der Grad der Fragmentierung
genomischer DNA mit der Mobilitatsgeschwindigkeit korreliert, wobei eine stérkere
Fragmentierung eine schnellere Wanderungs-Geschwindigkeit erlaubt. So formt die
DNA von Zellkernen je nach Anzahl der DSBs mehr oder weniger ausgepragte
.Kometen“, nachdem Zellen in Agarose eingebettet, lysiert und einem elektrischen Feld
ausgesetzt wurden. Der hier verwendete, alkalische Comet-Assay ist eine speziell
modifizierte Variante, die es aufgrund einer zusatzlichen Denaturierung der DNA
ermoglicht neben DSBs auch ESBs zu detektieren (Singh et al., 1988).

Die zu untersuchenden Zellen wurden mit Trypsin/EDTA-L6sung geerntet und 5 min
bei 1000 g und 4 abzentrifugiert, anschlieRend ge zahlt und auf eine Zelldichte von
2 x 10° Zellen pro ml eingestellt. 10 ul der Suspension wurden danach in 120 pul 0,5 %
LMP-Agarose/PBS verdiinnt. Diese Suspension wurde auf einen Agarose-
beschichteten (1,5% Agarose in PBS) Objekttrager aufgetropft und mit einem
Deckglas abgedeckt. Nach dem Ausharten der Agarose wurde das Deckglas seitlich
abgezogen und die Zellen fur 60 min bei 4T in Zell lysepuffer lysiert. Die Préparate
wurden dann in einer Gelelektrophorese-Kammer platziert, mit Elektrophorese-Puffer
Uberschichtet und 20 min bei 4C inkubiert. Danach erfolgte die Elektrophorese bei
25V und 300 mA fir 20 min. Um die Neutralisation durchzufiihren, wurden die
Praparate aus der Elektrophorese-Kammer genommen und 3Xx 5min in
Neutralisationspuffer inkubiert. AbschlieRend erfolgten ein Spulen mit dH,0 und eine
Inkubation fir 5 min in absolutem Ethanol. Nach dem Trocknen der Préaparate wurde

die DNA mit PI-Lésung (50 pg/ml) angefarbt.
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Die Quantifizierung der ,Kometen* erfolgte am Mikroskop mit der Software Komet v4.0.

Dabei wurde das so genannte ,Tail Moment* (TM) anhand folgender Formel bestimmt:

™ =(Mb- Ma)x[li—tc)j

Mb = Flachenmedian der Fluoreszenzverteilung des Kometen
Ma = Flachenmedian der Fluoreszenzverteilung des Nukleus
Fb = Mittlere Fluoreszenzintensitat des Kometen

Fc = Mittlere Fluoreszenzintensitat der gesamten DNA (Nukleus und Komet)

3.14. Immunfluoreszenz-Farbungen

Um eine Aktivierung von PARP1 nachzuweisen, wurde der 10H-Antikdrper, der Poly-
ADP-Ribosen (PAR) mit 20 oder mehr ADP-Ribose-Resten detektiert, verwendet
(Kawamitsu et al., 1984). Da PAR die enzymatischen Endprodukte von PARP1 sind, ist
es moglich bei deren Nachweis auf eine vorausgegangene PARP1 Aktivierung zu

schlieRen. Das verwendete Protokoll (Burkle et al., 1993) wurde leicht modifiziert.

Zu Beginn wurden Deckglaser, die fiur die Immunfluoreszenz-Farbung verwendet
wurden, zuerst flr 20 min in 100 % Diethylether inkubiert und danach nacheinander mit
absolutem und 70 % Ethanol gewaschen. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fir
20 min in 1 M HCI und ein erneutes Waschen mit dH,O. Bis zur Verwendung wurden

die gebrauchsfertigen Deckglaser in 70 % Ethanol gelagert.

Die zu untersuchenden Zellen wurden auf Deckglasern ausgesdt und mit den
entsprechenden Zytostatika behandelt. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen 1 x
mit PBS gespllt und anschlieBend in 75 % Methanol/25 % Essigsaure fixiert. Die
Inkubationszeit betrug 5 min bei RT. Die Zellen wurden 2 x 5 min in PBS gewaschen
und anschlieBend mit dem Priméarantikdrper (10H) in einer Konzentration von 5 pg/mi
in Blocklésung bei 37<C fir 30 — 60 min inkubiert. Danach wurden die Zellen 1 x mit
PBS gespult und 4 x 5 min gewaschen. Es folgte eine einstiindige Inkubation bei 37C
mit dem Sekundarantikdrper (Alexa Fluor 488 Goat Anti-Mouse IgG [H+L]; 1:500 in

Blocklésung) und ein erneutes Waschen der Zellen mit PBS unter gleichen
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Bedingungen (1 x spiilen, 4 x 5 min waschen). Abschliel3end wurden die Zellen auf den
Deckglasern in 15 pl Antifade-Medium auf Objekttréagern fixiert und mit Nagellack
abgedichtet. Um die Nuklei der Zellen anzufarben, wurde das Antifade-Medium
zusatzlich mit 1 ug/ml DAPI versetzt. Die Analyse der Immunfluoreszenz erfolgte am

Mikroskop unter Verwendung der Cell A Software.

3.15. ATP-Test

Ahnlich wie der WST-1-Assay, der unter Kapitel 3.6 diskutiert wurde, ist der ATP-Test,
bei dem der ATP-Gehalt einer Zellkultur gemessen wird, ein allgemein akzeptierter
Toxizitatstest, da die Viabilitat einer Zelle mit deren intrazellularen ATP-Menge
korreliert. Der hier verwendete Test basiert auf der Oxidation von Luciferin zu
Oxiluciferin, wobei die Reaktion durch die Luciferase katalysiert wird und O, sowie ATP
als Substrate benétigt. Neben der Bildung von Adenosin-5-Monophosphat (AMP)
werden bei diesem exothermen Prozess Photonen emittiert. Aufgrund der
Stochiometrie ist die Menge an zur Verfligung stehendem ATP mit der Menge an
synthetisiertem Oxiluciferin und daher auch mit der Anzahl emittierter Photonen
proportional. Da im Reaktionsreagenz des Tests alle flr die Reaktion wichtigen
Komponenten auRer ATP im Uberschuss vorhanden sind, ist bei der Anwendung im
Test das ATP, welches durch die Zellkultur bereitgestellt wird, der reaktions-
limitierende Faktor. Daher kann durch Quantifizieren der Photonenemission am
Luminometer auf die ATP-Menge in der zu untersuchenden Zellkultur und somit auch

auf deren Viabilitat geschlossen werden.

Die Durchfiihrung des ATP-Tests erfolgte gemald dem Protokoll des Herstellers. Dazu
wurden die zu untersuchenden Zellen in einer lichtdichten 96-Lochplatte in 100 pl
Zellkulturmedium ausgesét (1000 Zellen pro Loch) und am folgenden Tag mit dem
Zytostatikum behandelt. Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurde die 96-
Lochplatte 30 min bei RT &quilibriert. AnschlieRend wurde 100 pl gebrauchsfertiges
Test-Reagenz zugefligt und die 96-Lochplatte 2 min auf dem Schiittler inkubiert, um
die Zellen zu lysieren. Zur Etablierung der Lumineszenz erfolgte eine weitere

Inkubation von 10 min bei RT.
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AbschlieRend wurde die Messung der Lumineszenz am Luminometer unter
Verwendung der Software Mikro Win 2000 v4.41 durchgefihrt. Die
Hintergrundlumineszenz wurde durch Messen einer Nullkontrolle ohne Zellen bestimmt
und ausgeschlossen. Fir jede Zytostatika-Konzentration wurden Vierfachwerte
gemessen und der Mittelwert bestimmt. Die Lumineszenz der unbehandelten
Kontrollzellen wurde als 100 % definiert. Der ATP-Gehalt der Zytostatika-behandelten

Zellen wurde entsprechend als Anteil des ATP-Gehalts der Kontrollzellen dargestellit.

Da in der vorliegenden Arbeit mit diesem Test nicht die Toxizitat der jeweiligen
Zytostatika bestimmt wurde, sondern eine mdgliche ATP-Depletion nach MNNG-
Behandlung in dem Anteil lebender Zellen analysiert werden sollte, wurden die
Ergebnisse dementsprechend mit drei verschiedenen Ansétzen korrigiert. Um die
Toxizitat auszuschliefRen, wurde daher einerseits der ATP-Gehalt durch die Viabilitat
der Zellen, die im WST-1-Assay gemessen wurde, oder durch die lebende
Zellpopulation der Annexin V/PI-Doppelfarbung dividiert. Andererseits wurde der
Proteingehalt der Zellkulturen nach MNNG-Behandlung durch Quantifizieren der
ERK2-Expression in Western-Blot-Untersuchungen bestimmt und der ATP-Gehalt in

Bezug zur Proteinmenge in der Zellkultur dargestellt.

3.16. Statistiken

In allen quantitativen Analysen wurden jeweils mindestens drei unabhangige
Experimente durchgefihrt. AnschlieBend wurden die Daten mit der Software
GraphPad Prism v3.0.2 verarbeitet. Dabei wurden die entsprechenden Mittelwerte
gebildet und in die graphischen Darstellungen aufgetragen. Zur Angabe der
Fehlerwerte wurde der so genannte Standard- oder Stichprobenfehler herangezogen.

Dieser ergibt sich aus der Quadratwurzel der Varianz und wird wie folgt berechnet:

a(x) = sz ~E(X))? (%)

Um zu prifen, ob die beobachteten Unterschiede zwischen den Zelllinien statistisch
signifikant sind, wurden P-Werte mit dem ungepaarten T-Test berechnet und wie folgt
angegeben: *, P < 0,05; **, P < 0,005; *** P < 0,001
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4.1. Untersuchungen an menschlichen Fibroblasten

Methylierende Agenzien induzieren Basenschaden an der DNA. Diese Lasionen
werden wahrend der Replikation zu DSBs translatiert. Da NBN und ATM wichtige
Funktionen wahrend der Reparatur von DSBs haben, ist es denkbar, dass Zellen, die
in einem dieser Proteine mutiert sind, sensitiver gegeniber methylierenden Agenzien

reagieren als Zellen, die diese Beeintrachtigung nicht aufweisen.

Um diese Fragestellung zu bearbeiten, wurden in den folgenden Untersuchungen drei
menschliche Fibroblasten-Zelllinien verwendet, welche SV40-transformiert und somit
p53-inaktiv waren. Eine der drei Zelllinien (NBS-1LBI) tragt eine hypomorphe Mutation
im NBN-Gen (Kraakman-van der Zwet et al., 1999). Diese Mutation fihrt zur Bildung
eines verkirzten Proteins, welches nur eingeschréankt funktionsfahig ist. Eine weitere
Zelllinie (Ats4) weist eine Mutation im ATM-Gen auf. Beide Zelllinien wurden durch die
Transformation von Primérzellen, die aus NBS- bzw. AT-Patienten isoliert wurden,
etabliert. Die dritte Zelllinie (GM637) besitzt in beiden Genen keine Mutation und wird
im Folgenden als Wildtyp bezeichnet.

4.1.1. Allgemeine Charakterisierung der verwendeten Zelllinien

Zu Beginn der Studie wurden in den drei Fibroblasten-Zelllinien verschiedene
Parameter analysiert, welche einen Einfluss auf die Alkylanzien-vermittelte Toxizitét
ausiiben. So wurde zuerst der NBN-Status der Wildtyp-Zelllinie und der NBN-
defizienten Zelllinie mit einer Western-Blot-Untersuchung verifiziert. Wahrend im
Wildtyp eine starke NBN-Expression detektiert wurde, war keine Proteinexpression in
der NBN-mutierten Zelllinie nachzuweisen, obwohl in diesen Zellen trotz der Mutation
ein verkirztes NBN-Protein gebildet wird (Abb. 6A). Durch die geringere GrofR3e des
Proteins ist zu erwarten, dass die spezifische Proteinbande im Polyacrylamid-Gel in
Richtung der kleineren Proteine verschoben ist. Jedoch wurde auch in diesem Bereich
keine Expression beobachtet, da der verwendete Antikorper gegen NBN das verkirzte

Protein nicht detektiert.
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Da, wie in der Einfihrung beschrieben, die durch Alkylanzien-induzierte Toxizitét
Replikations-abhéangig erfolgt, wurde in den verwendeten Fibroblasten-Zelllinien jeweils
die Wachstumsgeschwindigkeit untersucht und die Generationszeiten berechnet. Das
Wachstum des Wildtyps und der NBN-mutierten Zelllinie verlief sehr &hnlich. Die ATM-
defiziente Zelllinie hingegen wies mit 17,5 Std. eine kirzere Generationszeit auf
(Abb. 6B).

Um auszuschlief3en, dass mogliche Unterschiede in der Sensitivitat der Zellen auf eine
Beeintrachtigung der MMR-Kapazitat zurtickzufiihren waren, wurde zusatzlich die
Expression der Proteine, welche die beiden wichtigen Reparaturkomplexe MutSa
(bestehend aus MSH2 und MSH6) und MutLa (bestehend aus MLH1 und PMS2)
bilden, mittels Western-Blot-Analyse untersucht. Es konnten keine signifikanten

Unterschiede in der Expression dieser Proteine festgestellt werden (Abb. 6C).
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Abb. 6 Allgemeine Charakterisierung der  menschlichen Fibroblasten -Zelllinien GM637,
NBS-1LBI und ATs4. A) Bestimmung der NBN-Expression in GM637- und NBS-1LBI-Zellen
mittels Western-Blot-Analyse. Zur Kontrolle der Beladung wurde die ERK2-Expression
bestimmt. B) Wachstumskurven und Berechnung der daraus resultierenden Generationszeiten.
C) Untersuchung der Proteinexpression von MSH2, MSH6, MLH1 und PMS2 mittels Western-
Blot-Untersuchungen. Zur Kontrolle der Beladung wurde die ERK2-Expression bestimmt.
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4.1.2. Untersuchung der zellularen Sensitivitat nac h
Behandlung mit MNNG und TMZ

Um die Sensitivitdt der Zelllinien gegeniber MNNG und TMZ zu bestimmen, wurde
72 Std. nach Behandlung der Zellen mit beiden Gentoxinen ein WST-1-Assay mit
verschiedenen Dosen durchgefuhrt, wobei zu beachten ist, dass das DNA-
Reparaturenzym MGMT durch die Vorbehandlung mit dem MGMT-Inhibitor O°-BG
(Dolan et al., 1990) inaktiviert wurde. Wie in Abb. 7 gezeigt wird, reagierte sowohl die
NBN- als auch die ATM-mutierte Zelllinie im gesamten untersuchten Dosisbereich
sensitiver als der Wildtyp gegentiber MNNG (Abb. 7A) und TMZ (Abb. 7B).

A 10i -l GM637 wt B 101
-+ NBS-1LBI NBN mt

-0~ ATs4 ATM mt
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-+ NBS-1LBI NBN mt
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Abb. 7 Analyse der Viabilitdt der menschlichen Fibroblasten -Zelllinien GM637, NBS -1LBI
und ATs4 mit dem WST-1-Assay. Die Messung erfolgte 72 Std. nach Behandlung mit den
alkylierenden Agenzien MNNG (A) und TMZ (B) in verschiedenen Konzentrationen.

Dies wurde mit der Analyse Annexin V/Pl-doppelgefarbter Zellen durch
Durchflusszytometrie bestatigt. Auch hier waren die NBN- und ATM-mutierten Zelllinien
nach MGMT-Inaktivierung hypersensitiv gegeniber MNNG (Abb. 8A) und TMZ
(Abb. 8C), wenn 72 Std. nach Behandlung der induzierte Zelltod durch Summation der

apoptotischen und nekrotischen Fraktion analysiert wurde. Bei der ATM-defizienten
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Zelllinie war die erhéhte Sensitivitdt nach TMZ-Behandlung jedoch nur fur die héchste

verwendete Dosis (50 uM) festzustellen.

Weiterhin wurde die Zelltod-Induktion (Summe aus Apoptose und Nekrose) nach
Behandlung mit 10 uM MNNG und 50 uM TMZ im zeitlichen Verlauf analysiert, wobei
auch in diesen Experimenten das MGMT-Enzym durch die Zugabe von O®-BG inhibiert
wurde. Nach Behandlung mit beiden Gentoxinen waren die NBN- und die ATM-
mutierten Zelllinien Gber die gesamte untersuchte Zeitspanne signifikant sensitiver als
der Wildtyp (Abb. 8B und 8D). Die Sensitivitat stieg nach MNNG-Behandlung in der
ATM-defizienten Zelllinie wahrend des Zeitverlaufs an, wahrend sie in der NBN-
mutierten Zelllinie jedoch zwischen 72 und 120 Std. nach Behandlung auf dem
gleichen Niveau blieb. Nach TMZ-Behandlung stieg sowohl die Sensitivitdt der NBN-
als auch der ATM-mutierten Zelllinie mit der Zeit an. Detaillierte Darstellungen der
Toxizitat 96 und 120 Std. nach MNNG-Behandlung (Abb. 34) sowie 96 Std. nach TMZ-
Behandlung (Abb. 35) sind im Anhang enthalten.
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Abb. 8 Analyse der Zelltod -Induktion mi t der Annexin V/PI-Methode in den menschlichen
Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS-1LBI und ATs4.  Die Bestimmung des Zelltods erfolgte
durch Summation der Apoptose- und Nekrose-Fraktion. Die P-Werte beziehen sich jeweils auf
die Kontrollzelllinie GM637: *, P <0,05; **, P <0,005; *** P<0,001 A) 72 Std. nach
Behandlung mit MNNG in verschiedenen Konzentrationen. B) Zeitabhéngigkeit nach
Behandlung mit 10 uM MNNG. C) 72 Std. nach Behandlung mit TMZ in verschiedenen
Konzentrationen. D) Zeitabhangigkeit nach Behandlung mit 50 uM TMZ.

Zusatzlich wurden zwei transgene Zelllinien in die Studie eingeschlossen, welche
durch Transfektion der NBN-mutierten Zelllinie entweder mit einem NBN-
Expressionsvektor (LBI-NBS-1) oder mit einem Leervektor (LBI-LXIN) etabliert wurden.
Somit wurde eine ektopische NBN-Expression in der NBN-defizienten Zelllinie erzielt.
Zuerst wurde die NBN-Expression in der komplementierten Zelllinie und in der
entsprechenden mit dem Leervektor transfizierten Kontrolle Uberprift. In der Western-
Blot-Untersuchung konnte die NBN-Expression in der komplementierten Zelllinie
nachgewiesen werden, wahrend in der Kontrolle kein NBN-Protein detektiert wurde

(Abb. 9A). In der anschlieRenden Toxizitatsanalyse, die in Abb. 9B dargestellt wird,
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4. Ergebnisse

zeigte sich 72 Std. nach Behandlung der Zellen mit TMZ und O°-BG eine erhéhte
Resistenz der NBN-komplementierten Zelllinie Uber den gesamten untersuchten
Dosisbereich verglichen zur Kontrolle, welche mit dem Leervektor transfiziert wurde.
Hierbei war die erhdhte Resistenz der NBN-komplementierten Zelllinie jedoch nur nach
Behandlung mit 10 bzw. 15 pM TMZ signifikant.

401 M LBI-NBS-1
A B - LBI-LXIN
—_ *kk
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=z & < 301
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= = @
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Abb. 9 Einfluss der NBN -Komplementation auf die TMZ -induzierte Toxizitat in den NBS-
1LBI-Zellen . Verwendet wurden NBS-1LBI-Zellen, welche mit einem Kontroll- bzw. einem
NBN-Expressionsvektor stabil transfiziert wurden. A) Bestimmung der NBN-Expression mittels
Western-Blot-Analyse. Zur Kontrolle der Beladung wurde die ERK2-Expression bestimmt.
B) Analyse der Zelltod-Induktion mit der Annexin V/PIl-Methode 72 Std. nach Behandlung mit
TMZ in verschiedenen Konzentrationen. Die Bestimmung des Zelltods erfolgte durch
Summation der Apoptose- und Nekrose-Fraktion.*, P < 0,05; *** P < 0,001

Da mit der Annexin V/PI-Doppelfarbung eine Diskriminierung zwischen apoptotischen
und nekrotischen Zellen mdglich ist (Vermes et al., 1995), wurden beide Fraktionen im
Wildtyp und in den NBN- und ATM-defizienten Zelllinien zusatzlich getrennt
voneinander analysiert. 72 Std. nach MNNG-Behandlung wurde in den NBN- und ATM-
mutierten Zelllinien eine signifikant verstarkte Induktion sowohl von Apoptose
(Abb. 10A) als auch von Nekrose (Abb. 10B) gegentber dem Wildtyp beobachtet. Bei
hohen Dosen (15 uM) dominierte der nekrotische Zelltod in den beiden mutierten

Zelllinien, wahrend in der Wildtyp-Zelllinie die Apoptose dominant war.
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4. Ergebnisse

Im zeitlichen Verlauf stieg die Apoptose nach Behandlung mit 10 uM MNNG in den
NBN- und ATM-defizienten Zelllinien im Gegensatz zum Wildtyp mit der Zeit weiter an
(Abb. 10C), wohingegen die Induktion der Nekrose wahrend des untersuchten
Zeitraums in der NBN-mutierten Zelllinie und im Wildtyp nahezu konstant blieb und in
der ATM-defizienten Zelllinie mit der Zeit abfiel (Abb. 10D). Wé&hrend des gesamten
untersuchten Zeitraums war die Apoptose- und Nekrose-Induktion in der NBN- und
ATM-defizienten Zelllinie verglichen zur Wildtyp-Zelllinie verstarkt. Jedoch war die
Erhdhung der Nekrose-Rate in der ATM-mutierten Zelllinie nach 120 Std. nicht
signifikant.
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Abb. 10 Analyse der Apoptose - und Nekrose -Induktion mit der Annexin  V/PIl-Methode in
den menschlichen Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS  -1LBlI und ATs4 nach MNNG-
Behandlung. Die P-Werte beziehen sich jeweils auf die Kontrollzelllinie GM637: *, P < 0,05;
** P <0,005; *** P <0,001 A) Induzierte Apoptose 72 Std. nach Behandlung mit MNNG in
verschiedenen Konzentrationen. B) Induzierte Nekrose 72 Std. nach Behandlung mit MNNG in
verschiedenen Konzentrationen. C) Induzierte Apoptose in Abh&angigkeit der Zeit nach
Behandlung mit 10 uM MNNG. D) Induzierte Nekrose in Abhéngigkeit der Zeit nach
Behandlung mit 10 uM MNNG.
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Auch nach TMZ-Behandlung wies die NBN-mutierte Zelllinie verglichen mit dem
Wildtyp nach 72 Std. eine verstarkte Apoptose- (Abb. 11A) und Nekrose-Rate auf
(Abb. 11B). Die ATM-defiziente Zelllinie hingegen zeigte lediglich bei hohen Dosen
(50 uM) eine signifikant gesteigerte Nekrose-Induktion. Die Apoptose-Induktion blieb
Uber den gesamten untersuchten Dosisbereich auf demselben niedrigen Niveau wie in
der Wildtyp-Zelllinie.

Im zeitlichen Verlauf nach Behandlung der Zellen mit 50 pM TMZ stieg die Apoptose-
Rate in der NBN-defizienten Zelllinie weiter an und blieb im Wildtyp sowie in der ATM-
mutierten Zelllinie auch zu spateren Zeitpunkten (96 Std.) auf einem sehr niedrigen
Niveau (Abb. 11C). Die Induktion der Nekrose stieg mit der Zeit nach der Behandlung
in beiden mutierten Zelllinien weiter an und war zu allen untersuchten Zeitpunkten in
der Wildtyp-Zelllinie sehr niedrig (Abb. 11D).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass NBN- und ATM-mutierte Fibroblasten
hypersensitiv gegentiber den alkylierenden Agenzien MNNG und TMZ reagieren,
wobei sowohl die Induktion der Apoptose als auch die Induktion der Nekrose stark

erhoht ist.
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Abb. 11 Analyse der Apoptose - und Nekrose -Induktion mit d er Annexin V/PIl-Methode in
den menschlichen Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS  -1LBI und ATs4 nach TMZ-
Behandlung. Die P-Werte beziehen sich jeweils auf die Kontrollzelllinie GM637: **, P < 0,005;
** P <(0,001 A) Induzierte Apoptose 72 Std. nach Behandlung mit TMZ in verschiedenen
Konzentrationen. B) Induzierte Nekrose 72 Std. nach Behandlung mit TMZ in verschiedenen
Konzentrationen. C) Induzierte Apoptose in Abhangigkeit der Zeit nach Behandlung mit 50 uM
TMZ. D) Induzierte Nekrose in Abhangigkeit der Zeit nach Behandlung mit 50 uM TMZ.

4.1.3. Analyse apoptotischer Marker nach Behandlung mit

MNNG: Aktivierung der Caspase-7 und Spaltung von PA  RP1

Zur weiteren Verifikation des apoptotischen Zelltods wurden zwei verschiedene
apoptotische Marker nach Behandlung der Zellen mit 10 uM MNNG und
Vorbehandlung mit O%-BG im Zeitverlauf mit Western-Blot-Analysen untersucht. Dabei
wurde in Proteinextrakten der NBN- und ATM-mutierten Zelllinien eine Spaltung bzw.

Aktivierung der Caspase-7 beobachtet (Abb. 12A). Gleiches galt fiur die Caspase-
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abhangige Spaltung von PARPL1. Das 24 kDa-grof3e Spaltprodukt von PARP1 wurde in
beiden mutierten Zelllinien nach Behandlung mit MNNG detektiert (Abb. 12B). Beide

Proteinfragmente, das der Caspase-7 und von PARP1, wurden in der Wildtyp-Zelllinie

nicht nachgewiesen. Somit ist die stark erhohte

Apoptose-Rate nach MNNG-

Behandlung in den NBN- und ATM-mutierten Zellen durch eine verstarkte Spaltung der

Caspase-7 und von PARP1 gekennzeichnet.
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Abb. 12 Untersuchung apoptotischer Marker
Zelllinien GM637, NBS-1LBI und ATs4 zu verschiedene
mit 10 yM MNNG mittels Western-Blot-Analysen.
ERK2-Expression bestimmt.
B) Zeitabhangige Spaltung von PARP1.

in den menschlichen

Fibroblasten -
n Zeitpunkten nach Behandlung

Zur Kontrolle der Beladung wurde die
A) Zeitabhangige Spaltung (Aktivierung) von Caspase-7.
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4.1.4. Untersuchung des Einflusses von MGMT auf die
Sensitivitat der Zellen nach Behandlung mit MNNG

Weiterhin wurde der Einfluss des DNA-Reparaturenzyms MGMT, das Alkylierungen an
der O%-Position des Guanins entfernt, auf die induzierte Toxizitat nach Behandlung der
Zellen mit MNNG untersucht. Um diese Fragestellung zu bearbeiten, wurde zuné&chst
die MGMT-Expression der Zelllinien in einer Western-Blot-Analyse bestimmt. Lediglich
in der ATM-mutierten Zelllinie zeigte sich die Expression des MGMT-Proteins
(Abb. 13A). Der Wildtyp und die NBN-defiziente Zelllinie exprimierten das MGMT-
Protein nicht. Bestatigt wurde dieser Befund durch Messung der MGMT-Aktivitat mit
einem in-vitro-Aktivitatstest. Hier konnte lediglich in der ATM-Mutante mit

470,5 fmol/mg Protein eine starke Aktivitat nachgewiesen werden (Abb. 13B).

Aus diesem Grund wurden die beiden MGMT-negativen Zelllinien (Wildtyp und NBN-
Mutante) und auch die ATM-Mutante mit einem MGMT-Expressionsplasmid transfiziert.
Nach Co-Transfektion mit einem Selektorplasmid, welches ein neo-Resistenzgen trug,
wurden G418-resistente Klone isoliert und die MGMT-Expression untersucht. Im
Wildtyp und in der ATM-mutierten Zelllinie konnten positive Klone identifiziert werden,
was bedeutet, dass einige Klone der Wildtyp-Zelllinie eine Expression des MGMT-
Proteins aufwiesen und die MGMT-Expression in einigen Klonen der ATM-mutierten
Zelllinie gesteigert war. Im Gegensatz dazu waren alle Klone der NBN-defizienten
Zelllinie MGMT-negativ. Fur die weiteren Untersuchungen wurde jeweils ein positiver
Klon des Wildtyps (GM637 MGMT 7) und der ATM-mutierten Zelllinie (Ats4 MGMT 10)
verwendet und erneut die MGMT-Expression in einer Western-Blot-Untersuchung
dargestellt (Abb. 13A).

In beiden MGMT-positiven Klonen wurde anschlieRend die Toxizitat nach Behandlung
der Zellen mit 10 pM MNNG mit der Annexin V/PI-Methode bestimmt, wobei in diesem
Fall keine O°-BG Vorbehandlung durchgefiihrt wurde. Die Toxizitat wurde dann mit den
Ursprungszelllinien, welche mit MNNG und O°-BG behandelt wurden, verglichen.
Sowohl der Klon des Wildtyps (GM637 MGMT 7) als auch der Klon der ATM-mutierten
Zelllinie (Ats4 MGMT 10) zeigten nur eine marginale Induktion von Apoptose und
Nekrose (Abb. 13C —13E). Die Zellen waren folglich auferst resistent gegeniber

MNNG, wenn sie das MGMT-Protein exprimierten und kein Inhibitor verabreicht wurde.
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Daraus kann geschlussfolgert werden, dass der DNA-Schaden O°-MeG firr die

verstarkte Zytotoxizitat von NBN- und ATM-mutierten Zellen verantwortlich ist.
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Abb. 13 Einfluss von MGMT auf die MNNG -induzierte Toxizitdt in den menschlichen
Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS-1LBI und ATs4. Fur diese Untersuchung wurden die
Zelllinien mit einem MGMT-Expressionsplasmid stabil transfiziert. A) Bestimmung der MGMT-
Expression in den nicht-transfizierten Zellen und in den mit MGMT transfizierten Klonen der
Wildtyp- (GM637 MGMT 7) und der ATM-defizienten Zelllinie (Ats4 MGMT 10) durch Western-
Blot-Untersuchungen. In den NBS-1LBI-Zellen war die Transfektion nicht erfolgreich. Zur
Kontrolle der Beladung wurde die ERK2-Expression bestimmt. B) Analyse der MGMT-Aktivitat
in den nicht-transfizierten Zellen mittels MGMT-Aktivitatstest. C) — E) Analyse der Toxizitat mit
der Annexin V/PI-Methode in den nicht-transfizierten Zelllinien GM637 und ATs4 und den mit
MGMT stabil transfizierten Klonen (GM637 MGMT 7 und Ats4 MGMT 10) 72 Std. nach
Behandlung mit 10 uM MNNG in Ab- bzw. Anwesenheit des MGMT-Inhibitors O°-BG. Die
Bestimmung des Zelltods erfolgte durch Summation der Apoptose- und Nekrose-Fraktion. Da
die NBS-1LBI-Zellen keine MGMT-Expression aufweisen und die Transfektion nicht erfolgreich
war, wurde die Zelllinie in dieser Untersuchung nicht beriicksichtigt. *, P < 0,05; **, P < 0,005;
** P <0,001
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4.1.5. Untersuchung der BER-Kapazitat

Da in einer kirzlich publizierten Studie postuliert wurde, dass NBN-mutierte Zellen
einen Defekt in der BER aufweisen (Sagan et al., 2009), wurde die BER-Kapazitat in
den verwendeten Zelllinien untersucht. In dem durchgefiihrten in-vitro-Aktivitatstest, mit
welchem es mdglich ist, die einzelnen Teilschritte der BER zu analysieren, wurde in
der NBN- und auch in der ATM-defizienten Zelllinie keine verminderte BER-AKktivitat im
Vergleich mit der Wildtyp-Zelllinie festgestellt. Wie in Abb.14A in einem
reprasentativen Gelbild zu sehen ist, wurde das verwendete DNA-Oligonukleotid, das
eine apurine Stelle trug, in allen drei Zelllinien effektiv durch die APE geschnitten und
anschlielend nach der Basen-Reparatur wieder ligiert. Durch Untersuchung der
Reaktionskinetik wurde festgestellt, dass keine Unterschiede in der Akkumulation des
Reparatur-Endprodukts im Wildtyp und in der NBN-mutierten Zelllinie vorlagen
(Abb. 14B). In der ATM-defizienten Zelllinie dagegen verlief die Bildung des religierten
DNA-Oligonukleotids etwas schneller. Dies &uf3erte sich durch eine signifikante
Erhdéhung der Akkumulation des Reparatur-Endprodukts in der ATM-Mutante im

Vergleich zur Kontrollzelllinie nach einer Reaktionszeit von 60 min.

Bestéatigt wurden diese Ergebnisse durch Verwendung des alkalischen Comet-Assays,
bei dem die Bildung und das Verschwinden von ESBs, welche wahrend der BER als
Reparaturintermediate  auftreten, analysiert wurden. Nach einer einstiindigen
Behandlung von exponentiell wachsenden Zellen mit 15 uM MNNG stieg das TM
(definiert als Produkt der ,Kometenldnge* und des Anteils der gesamten DNA im
.Kometen"), das als Mal3 fir ESBs herangezogen wird, in der Wildtyp- sowie in der
NBN-mutierten Zelllinie in gleichem Maf3e und in der ATM-defizienten Zelllinie etwas
schwacher an. Nach Auswaschen des Agens, das heifldt in der Nachbehandlungs-
Periode, fiel das TM in allen drei Zelllinien mit vergleichbarer Kinetik wieder ab, was ein
Mal3 fur die Reparatur der Alkylierungsschaden in der DNA darstellt (Abb. 14C).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass in den NBN- und ATM-mutierten
Fibroblasten-Zelllinien keine Verminderung der BER festgestellt werden konnte. Damit
widersprechen diese Daten der oben erwéhnten Studie (Sagan et al., 2009), in der ein

Einfluss von NBN auf die BER postuliert wurde.
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Abb. 14 Analys e der BER-Kapazitdt der menschlichen Fibroblasten -Zelllinien GM637,
NBS-1LBI und ATs4. A) Reprasentatives Gelbild eines BER-Aktivitatstests. Untersucht wurde
die BER in Proteinextrakten unbehandelter Zellen in Abhangigkeit der Zeit. B) Quantifizierung
der relativen BER-Kapazitat. Die Darstellung der Kapazitdt erfolgte als Fraktion des
wiederhergestellten DNA-Oligonukleotids (39-Mer) zum gegebenen Reaktionszeitpunkt
verglichen zur Kontrolle (Reaktionszeit: 0 min) als Mittelwerte von drei unabhangigen
Reparaturreaktionen. *, P <0,05 C) Untersuchung der DNA-Einzelstrang-Formation und
-Reparatur in der Nachbehandlungs-Periode nach einstiindiger Behandlung mit 15 uM MNNG
durch den alkalischen Comet-Assay.

4.1.6. Untersuchung des Einflusses der NHEJ auf die Reparatur
der MNNG-induzierten DNA-L&sionen

Um zu untersuchen, ob die NHEJ fir die Reparatur der Alkylanzien-induzierten DNA-
Schaden von Bedeutung ist, wurde die induzierte Toxizitat nach Behandlung der Zellen
mit 10 uM MNNG bei gleichzeitiger MGMT-Inaktivierung untersucht. Zu diesen

Experimenten wurde das DNA-Reparaturenzym DNA-PKcs durch die Zugabe von
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10 uM NU7026 (Hollick et al., 2003) inhibiert, wobei die Zugabe des Inhibitors 1 Std.
vor der MNNG-Behandlung erfolgte.

Wie aus Abb. 15 ersichtlich ist, wurde 72 Std. nach Behandlung mit MNNG die
induzierte Toxizitat im Wildtyp und in der ATM-defizienten Zelllinie durch Inhibition der
DNA-PK nicht beeinflusst. In der NBN-defizienten Zelllinie dagegen stieg die Induktion
der Apoptose (Abb. 15A) und der Nekrose (Abb. 15B) stark an. Somit war auch der
induzierte Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) in der NBN-mutierten Zelllinie
stark erhéht, wenn die DNA-PKc¢s inhibiert wurde (Abb. 15C). Die Daten zeigen, dass
die NHEJ in den Wildtyp- und in den ATM-defizienten Zellen wahrend der Reparatur
der DNA-Schéden, die durch MNNG induziert werden, keine wichtige Rolle spielt. In
den NBN-mutierten Zellen hingegen beeinflusst die NHEJ die Reparatur dieser DNA-

Schaden signifikant.
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Abb. 15 Einfluss von NU7026 auf die MNNG -induzierte Toxizitdt in den menschlichen
Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS-1LBI und ATs4. Analyse der Toxizitat mit der
Annexin V/PI-Methode 72 Std. nach Behandlung mit 10 uM MNNG in Ab- bzw. Anwesenheit
des DNA-PKcs-Inhibitors NU7026 (10 uM 1 Std. vor der MNNG-Behandlung). *, P <0,05

A) Induzierte Apoptose. B) Induzierte Nekrose. C) Induzierter Zelltod (Summe aus Apoptose
und Nekrose).

4.1.7. Untersuchung der Nekrose-Induktion nach Beha ndlung
der Zellen mit MNNG

In den nachfolgend dargestellten Experimenten wurde die Ursache fir die hohe
Frequenz der Induktion der Nekrose in den NBN- und ATM-defizienten Zelllinien
untersucht. Wie in der Einleitung in Kapitel 1.3.1 diskutiert wurde, konnte diese durch
eine Hyperaktivierung von PARP1 und einer damit verbundenen ATP-Depletion

verursacht werden (Festjens et al., 2006). Deshalb wurde die Aktivierung von PARP1
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nach Behandlung der Wildtyp-Zelllinie sowie der NBN- und ATM-mutierten Zelllinien
mit 10 pM MNNG und O°®-BG mittels Immunfluoreszenz untersucht. Dabei wurde das
enzymatische Endprodukt von PARP1, PAR, mit dem 10H-Antikérper (Kawamitsu et
al., 1984) nachgewiesen und anhand dessen auf die PARP1-Aktivitat geschlossen. Im
Wildtyp und in beiden mutierten Zelllinien konnte zu keinen untersuchten Zeitpunkten
PAR nachgewiesen werden, wahrend die Nuklei der Zellen, welche als Positivkontrolle
fur 10 min mit H,O, behandelt wurden, stark positiv fir die PAR-Farbung waren
(Abb. 16A).

Zusétzlich wurde der ATP-Gehalt der Zellen nach gleicher Behandlung mit 10 uM
MNNG (in Anwesenheit von O%-BG) mit einem ATP-Test untersucht. Wahrend in der
Wildtyp-Zelllinie die ATP-Menge 72 Std. nach Behandlung verglichen zur
unbehandelten Kontrolle nur geringfligig absank, wurde in den NBN- und ATM-

mutierten Zelllinien dagegen eine massive ATP-Depletion nachgewiesen (Abb. 16B).

Ein wichtiger zellularer Energiesensor fur ATP ist die AMP-Kinase (Hardie et al., 2003).
Sie wird durch Phosphorylierung aktiviert, wenn das Verhéltnis von ATP zu AMP in der
Zelle absinkt, und stimuliert anschlieRend die ATP-Produktion. Die Phosphorylierung
der AMP-Kinase wurde in Western-Blot-Untersuchungen in Proteinextrakten der
verwendeten Zelllinien analysiert. Wie aus Abb. 16C hervorgeht, erfolgte im Wildtyp 48
und 72 Std. nach Behandlung der Zellen mit 10uM MNNG eine starke
Phosphorylierung der AMP-Kinase. Diese Phosphorylierung fehlte in der NBN-
defizienten Zelllinie komplett und war in der ATM-Mutante nur sehr schwach
nachzuweisen. Zu beachten ist, dass auch in diesem Experiment das MGMT-Enzym
durch O°-BG inaktiviert wurde.

Die Daten weisen somit darauf hin, dass die Depletion des ATP-Gehalts und daher
sehr wahrscheinlich auch die hohe Nekrose-Rate in den NBN- und ATM-mutierten

Zellen durch das Ausbleiben der AMP-Kinase-Aktivierung bedingt ist.
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Abb. 16 Untersuchung der Nekrose -Induktion nach 10 pM MNNG-Behandlung in den
menschlichen Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS-1LB | und ATs4. A) Analyse der PARP1-
Aktivierung mittels Immunfluoreszenz-Farbung von PAR mit dem 10H-Antikdrper.
B) Bestimmung des relativen ATP-Gehalts 72 Std. nach MNNG-Behandlung mit dem ATP-
Test. Zum Normalisieren des ATP-Gehalts auf die lebende Population wurden die Daten aus
dem WST-1-Assay oder der Annexin V/PIl-Methode sowie der ERK2-Proteingehalt verwendet.
C) Untersuchung der AMP-Kinase-Phosphorylierung (pAMP-Kinase) nach 10 uyM MNNG-
Behandlung mittels Western-Blot-Analyse. Zur Kontrolle der Beladung wurde die ERK2-
Expression bestimmt.

Um den Einfluss der AMP-Kinase auf die Nekrose-Induktion in den Fibroblasten-
Zelllinien zu untersuchen, wurde die Apoptose- und Nekrose-Induktion nach
Behandlung der Zelllinien mit MNNG in Anwesenheit des AMP-Kinase-Aktivators
Metformin (Zhou et al., 2001) analysiert. Wie mittels Western-Blot-Analyse gezeigt
werden konnte, wurde die AMP-Kinase im Wildtyp und in der ATM-mutierten Zelllinie
24 Std. nach Behandlung mit 5 mM Metformin schwach phosphoryliert (Abb. 17A).

Der Wildtyp und die ATM-mutierte Zelllinie wurden dann in Anwesenheit von O°-BG mit
10 uM MNNG und Metformin co-behandelt und nach 72 Std. mit der Annexin V/PI-
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Doppelfarbung untersucht. Die Metformin-Behandlung erfolgte dabei alle 24 Std. in
einer Konzentration von 5 mM beginnend zum Zeitpunkt der MNNG-Behandlung. Im
Wildtyp wurden die Gesamttoxizitat und die Induktion von Apoptose und Nekrose durch
die Anwesenheit von Metformin nicht beeinflusst (Abb. 17B). In der ATM-mutierten
Zelllinie hingegen fiel die Induktion der Nekrose nach Co-Behandlung der Zellen mit
MNNG und Metformin verglichen zur MNNG-Einzelbehandlung signifikant ab, wahrend
die Induktion der Apoptose in gleichem Mafle anstieg (Abb. 17C). Der induzierte

Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) war auch hier nicht verandert.

Somit war in der ATM-mutierten Zelllinie durch die Zugabe von Metformin eine
Modulation der Apoptose- und Nekrose-Rate mdglich, wobei die Sensitivitat der Zellen
nicht beeinflusst wurde. Dies verdeutlicht die Rolle der AMP-Kinase in der Regulation
der Apoptose- und Nekrose-Induktion. AufRerdem deuten die Daten daraufhin, dass die

Aktivierung AMP-Kinase die Sensitivitat der Zellen nicht beeinflusst.

Weiterhin konnte auch in der NBN-defizienten Zelllinie die Metformin-induzierte
Phosphorylierung der AMP-Kinase beobachtet werden (Abb. 36A im Anhang). In dieser
Zelllinie wurde jedoch anders als in der ATM-mutierten Zelllinie keine Veranderungen
in der Apoptose- und Nekrose-Induktion nach MNNG-Behandlung nachgewiesen
(Abb. 36B im Anhang).
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Abb. 17 Einfluss der AMP -Kinase -Phosphorylierung auf die MNNG -induzierte Toxizitat in
den GM637- und ATs4-Zellen. A) Untersuchung der AMP-Kinase-Phosphorylierung (pAMP-
Kinase) 24 Std. nach Behandlung mit 5 mM Metformin mittels Western-Blot-Untersuchung. Zur
Kontrolle der Beladung wurde die ERK2-Expression bestimmt. B) und C) Analyse der Toxizitat
mit der Annexin V/PI-Methode 72 Std. nach 10 uM MNNG-Behandlung in Ab- bzw.
Anwesenheit des AMP-Kinase-Aktivators Metformin (5 mM alle 24 Std. beginnend ab der
MNNG-Behandlung). Die Bestimmung des Zelltods erfolgte durch Summation der Apoptose-
und Nekrose-Fraktion. *, P < 0,05; **, P < 0,005

4.1.8. Untersuchung der zellularen Sensitivitdt sow ie der
Apoptose- und Nekrose-Induktion nach Behandlung mit

verschiedenen gentoxischen Agenzien

Da alkylierende Agenzien, wie MNNG und TMZ, in verschiedenen Zellsystemen durch
die O°-MeG-Lasion vorwiegend Apoptose induzieren (Naumann et al., 2009; Ochs and
Kaina, 2000; Roos et al., 2004; Roos et al.,, 2007), war die hohe Frequenz der
Nekrose-Induktion in den NBN- und ATM-mutierten Zelllinien sehr unerwartet. Daher
wurde der Einfluss der NBN- und ATM-Mutationen auf die Apoptose- und Nekrose-
Induktion nach Behandlung der Zellen mit einer Reihe von verschiedenen Gentoxinen
(MNNG, TMZ, MMS, ETO, TPT, IR, UVC, HdCDT) untersucht.
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Hierzu wurden die Fibroblasten-Zelllinien mit den entsprechenden Gentoxinen
behandelt und 72 Std. spater die apoptotische bzw. nekrotische Zellfraktion und der
induzierte Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) bestimmt, wobei bei
Behandlung der Zellen mit den methylierenden Agenzien MNNG, TMZ und MMS wie
bei den vorigen Analysen zusétzlich eine O°-BG-Applikation erfolgte. Verglichen zum
Wildtyp reagierten die NBN- und ATM-mutierten Zelllinien hypersensitiv gegenuber

allen verwendeten Gentoxinen (Abb. 18A).

Weiterhin wurde der prozentuale Anteil der Apoptose und der Nekrose am Zelltod
analysiert. In der Wildtyp-Zelllinie dominierte abhangig vom Gentoxin entweder die
Induktion der Apoptose oder der Nekrose oder es lag eine ausgeglichene Verteilung
vor (Abb. 18B). So wurde nach Behandlung der Zellen mit MNNG, MMS oder IR
signifikant mehr Apoptose als Nekrose induziert. Nach Bestrahlung der Zellen mit UVC
dominierte dagegen die Induktion der Nekrose. Im Fall der TPT- und der ETO-
Behandlung waren die Verhaltnisse mit 48:52 und 44:56 ausgeglichen, so dass nach
Behandlung mit diesen beiden Gentoxinen kein signifikant dominanter Signalweg
beobachtet wurde. Auf eine Analyse der TMZ- und HACDT-induzierten Apoptose- und
Nekrose-Fraktionen wurde verzichtet, da die induzierte Toxizitat bei diesen Agenzien

im Wildtyp sehr gering war.

In der NBN-mutierten Zelllinie war lediglich nach MNNG-Behandlung der nekrotische
Zelltod dominant (Abb. 18C). Die Induktion der Apoptose dominierte dagegen
signifikant nach Behandlung mit TMZ und nach Bestrahlen der Zellen mit IR. Nach
MMS-, TPT-, ETO- und HdCDT-Behandlung sowie nach UVC-Exposition zeigten sich
keine signifikanten Unterschiede beziglich der Apoptose-Induktion gegeniber der
Nekrose-Induktion. Die Verhéaltnisse von Apoptose zu Nekrose waren 52:48 (MMS),
54:46 (UVC, TPT, ETO) und 53:47 (HACDT).

In der ATM-mutierten Zelllinie dominierte nach allen verwendeten Behandlungsarten
die Induktion der Nekrose (Abb. 18D). Lediglich nach MMS-Behandlung waren die
beobachteten Unterschiede nicht signifikant. Somit machen diese Ergebnisse deutlich,
dass die ATM-mutierte Zelllinie nicht nur nach MNNG-Behandlung, sondern auch nach

Behandlung mit anderen Gentoxinen mit einer hohen Nekrose-Frequenz reagiert.

Eine detaillierte Darstellung der Toxizitdt 72 Std. nach Behandlung mit den

verschiedenen Gentoxinen ist im Anhang enthalten (Abb. 37 — 39).
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Abb. 18 Analyse der Toxizitdt mit der Annexin  V/PI-Methode in den menschlichen
Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS-1LBlI und ATs4 72  Std. nach Behandlung mit
verschiedenen Gentoxinen  (MNNG: 15uM; TMZ: 100 uM; MMS: 1 mM; IR: 12 Gy;
UVC: 25J; TPT: 10 ng/ml; ETO: 1pg/ml; HACDT: 1 ng/ml); *, P <0,05; ** P <0,005;
*** P < 0,001 A) Induzierter Zelltod. (Summe aus Apoptose und Nekrose) B) — D) Apoptotische
bzw. nekrotische Fraktion als Anteil am induzierten Zelltod. Aufgrund der niedrigen Toxizitat in
den GM637-Zellen nach TMZ- und HACDT-Behandlung wurde auf eine Berechnung der
Fraktionen verzichtet. Es wird deutlich, dass die ATM-defiziente Zelllinie Ats4 unabhangig vom
verwendeten Gentoxin priméar durch den nekrotischen Zelltod stirbt.

4.2. Untersuchungen an menschlichen, lymphoblastoid en

Zellen

Um die Daten, welche mit den Fibroblasten-Zelllinien gewonnen wurden, zu
bekraftigen, wurden als weiteres Untersuchungssystem drei menschliche,
lymphoblastoide Zelllinien verwendet. Zwei Zelllinien (94P247 und 94P126) tragen eine
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Mutation im NBN-Gen, welche zu der Expression eines verkirzten und damit teilweise
funktionslosen NBN-Proteins fihren. Beide Zelllinien wurden &hnlich der NBN-
defizienten Fibroblasten-Zelllinie aus Patienten mit dem NBS isoliert. Die dritte Zelllinie
(95P466) zeigt keine Mutation im NBN-Gen und wird daher im Folgenden als Wildtyp

definiert. Alle drei Zelllinien wurden durch EBV-Transformation immortalisiert.

4.2.1. Allgemeine Charakterisierung der verwendeten Zelllinien

Wie in den Fibroblasten wurden ebenfalls in den lymphoblastoiden Zellen verschiedene
Parameter untersucht, welche die Methylanzien-induzierte Toxizitdt beeinflussen.
Zunachst wurde die NBN-Expression in Western-Blot-Untersuchungen bestatigt. In
Proteinextrakten des Wildtyps war eine NBN-Expression zu beobachten (Abb. 19A). Im
Gegensatz dazu konnte in den NBN-mutierten Zelllinien kein NBN-Protein detektiert
werden, da der verwendete Antikdrper das verkirzte NBN-Protein, welches von den

NBN-mutierten Zelllinien gebildet wird, nicht erkennt.

Weiterhin wurden Wachstumskurven der drei Zelllinien erstellt und anschlieRend die
Generationszeit berechnet. Die Wildtyp-Zelllinie zeigte eine Generationszeit von
38,6 Std. (Abb. 19B). Eine der beiden NBN-mutierten Zelllinien (94P247) wuchs im
Vergleich dazu etwas schneller, die andere Zelllinie (94P126) dagegen langsamer.
Auch hier wurde erneut die Expression der wichtigen MMR-Proteine des MutSa-
(bestehend aus MSH2 und MSH6) und des MutLa-Komplexes (bestehend aus MLH1
und PMS2) mittels Western-Blot-Analysen bestimmt. Die Expression der untersuchten
Proteine zeigte im Wildtyp und in einer der beiden NBN-defizienten Zelllinien (94P247)
keine signifikanten Unterschiede (Abb. 19C). Die Protein-Expression in der zweiten
NBN-mutierten Zelllinie (94P126) unterschied sich jedoch zum Teil deutlich von der
Expression der anderen beiden Zelllinien. So wurde vor allem MSH6, aber auch MSH2

und PMS2, auf niedrigerem Niveau exprimiert.

Da das p53-Protein ebenfalls eine Determinante fir die Sensitivitdt von Zellen nach
Behandlung mit methylierenden Agenzien darstellt, wurde abschlie3end der p53-Status
der drei verwendeten Zelllinien untersucht. Wie in Abb. 19D zu sehen ist, zeigte die

Western-Blot-Untersuchung in Proteinextrakten aller drei Zelllinien eine Akkumulation
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des p53-Proteins 5,5 Std. nach Bestrahlung der Zellen mit y-Strahlung, so dass davon

auszugehen ist, dass die Zelllinien in Bezug auf p53 nicht mutiert waren.

In den folgenden Untersuchungen wurde, wenn nicht anders erwéhnt, ausschliefilich
jene NBN-defiziente Zelllinie (94P247) verwendet, welche nur geringe Abweichungen
in der Generationszeit und keine signifikanten Unterschiede in der Expression der

MMR-Proteine aufwies.
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Abb. 19 Allgemeine Charakterisierung der  lymphoblastoiden Zel llinien 95P466, 94P247
und 94P126. A) Analyse der NBN-Expression mittels Western-Blot-Untersuchung.
B) Wachstumskurven und Berechnung der daraus resultierenden Generationszeiten.
C) Untersuchung der Proteinexpression von MSH2, MSH6, MLH1 und PMS2 mittels Western-
Blot-Analyse. D) Bestimmung des p53-Status mittels Western-Blot-Analyse 5,5 Std. nach
Bestrahlung mit IR. Zur Kontrolle der Beladung in den Western-Blot-Untersuchungen in A), C)
und D) wurde die ERK2-Expression bestimmt.
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4.2.2. Untersuchung der Sensitivitat der Zellen nac h
Behandlung mit MNNG und TMZ

Zu Beginn wurde erneut die zellulare Sensitivitat nach Behandlung der Zellen mit
verschiedenen Dosen MNNG und TMZ mit Hilfe des WST-1-Assays bestimmt. 72 Std.
nach Behandlung reagierte die NBN-defiziente Zelllinie sensitiver als die Wildtyp-
Zelllinie gegeniber MNNG (Abb. 20A) und TMZ (Abb. 20B). Voraussetzung zum
Erzielen toxischer Effekte war, dass MGMT durch die Zugabe von 0O°%-BG inhibiert

wurde.
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Abb. 20 Analyse der Viabilitdst der lymphoblastoiden Zelllinien 95P466 und 94P247  mit
dem WST-1-Assay. Die Messung erfolgte 72 Std. nach Behandlung mit den alkylierenden
Agenzien MNNG (A) und TMZ (B) in verschiedenen Konzentrationen.

Um diese Befunde zu verifizieren, wurde die Induktion des Zelltods (Summe aus
Apoptose und Nekrose) in beiden Zelllinien mit der Annexin V/PI-Methode analysiert.
Hier war die NBN-Mutante 72 Std. nach Behandlung mit MNNG (Abb. 21A) und TMZ
(Abb. 21B) Uber den gesamten untersuchten Dosisbereich signifikant sensitiver als der
Wildtyp, wenn MGMT inhibiert wurde. Zuséatzlich wurde die Sensitivitat beider Zelllinien
im zeitlichen Verlauf nach Behandlung mit 0,5 uM MNNG (in Anwesenheit von O°®-BG)

betrachtet, wobei zu beobachten war, dass die Toxizitdt zu frihen Zeitpunkten sehr
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gering war und dann mit der Zeit anstieg. Aul3erdem wurden die Unterschiede in der
Sensitivitdt zwischen den Zelllinien erst 72 Std. nach Behandlung signifikant
(Abb. 21C). Eine detaillierte Darstellung der Toxizitdt 24 und 48 Std. nach MNNG-

Behandlung ist im Anhang enthalten (Abb. 40).
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Abb. 21 Analyse der Zelltod -Induktion mit der Annexin V/PI-Methode in den

lymphoblastoiden Zelllinien 95P466 und 94P247. Die Bestimmung des Zelltods erfolgte
durch Summation der Apoptose- und Nekrose-Fraktion. * P <0,05; ** P <0,005;
*»* P <0,001 A) 72 Std. nach Behandlung mit MNNG in verschiedenen Konzentrationen.
B) 72 Std. nach Behandlung mit TMZ in verschiedenen Konzentrationen. C) Zeitabhangigkeit
nach Behandlung mit 0,5 uM MNNG.

Weiterhin wurde die Induktion der Apoptose und Nekrose getrennt voneinander

untersucht. 72 Std. nach Behandlung der Zellen mit MNNG wurde nach hohen Dosen
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(1 uM) im Wildtyp eine signifikant verstarkte Induktion der Apoptose verglichen zur
NBN-mutierten Zelllinie beobachtet (Abb. 22A). Die Induktion der Nekrose erwies sich
in der Wildtyp-Zelllinie als sehr gering und war in der NBN-defizienten Zelllinie Uber

den gesamten untersuchten Dosisbereich dramatisch erhdht (Abb. 22B).

Im zeitlichen Verlauf nach 0,5 uM MNNG-Behandlung wurde in beiden Zelllinien zu
frihen Zeitpunkten nur wenig Apoptose induziert (Abb. 22C). Die Induktion stieg in
beiden Zelllinien mit der Zeit an, wobei zu keinem untersuchten Zeitpunkt signifikante
Unterschiede zwischen beiden Zelllinien zu beobachten waren. Auch die Induktion der
Nekrose war zum frihen Zeitpunkt nach MNNG-Behandlung in beiden Zelllinien sehr
niedrig und stieg in der NBN-Mutante mit der Zeit stark an, wahrend im Wildtyp nur
eine leichte Induktion nach 48 Std. beobachtet wurde, die nach 72 Std. nicht weiter
anstieg (Abb. 22D).
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Abb. 22 Analyse der Apoptose - und Nekrose -Induktion mit der Annexin  V/PIl-Methode in
den lymphoblastoiden Zelllinien 95P466 und 94P247 n ach MNNG-Behandlung.

* P <0,05; **, P <0,005; *** P <0,001 A) Induzierte Apoptose 72 Std. nach Behandlung mit
MNNG in verschiedenen Konzentrationen. B) Induzierte Nekrose 72 Std. nach Behandlung mit
MNNG in verschiedenen Konzentrationen. C) Induzierte Apoptose in Abhéangigkeit der Zeit

nach Behandlung mit 0,5 uM MNNG. D) Induzierte Nekrose in Abhangigkeit der Zeit nach
Behandlung mit 0,5 pM MNNG.

Auch nach Behandlung der Zellen mit hohen Dosen TMZ konnte nach 72 Std. in der
Wildtyp-Zelllinie verglichen zur NBN-Mutante erneut eine leicht verstarkte Induktion der
Apoptose nachgewiesen werden (Abb. 23A). Diese war jedoch nicht signifikant. Die
Induktion der Nekrose war auch nach TMZ-Behandlung im Wildtyp sehr gering und
signifikant verstarkt in der NBN-defizienten Zelllinie (Abb. 23B).
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Abb. 23 Analyse der Apoptose - und Nekrose -Induktion mit der Annexin  V/PIl-Methode in
den lymphoblastoiden Zelllinien 95P466 und 94P247 7 2 Std. nach Behandlung mit TMZ
in verschiedenen Konzentrationen. *** P <0,001 A) Induzierte Apoptose. B) Induzierte
Nekrose.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die NBN-mutierte lymphoblastoide Zelllinie
ahnlich wie die NBN-mutierte Fibroblasten-Zelllinie eine erhéhte Sensitivitat gegenuber
MNNG und TMZ zeigt. Wahrend auch in diesem Zellsystem die Induktion der Nekrose
in der NBN-Mutante im Vergleich zum Wildtyp dramatisch erhoht ist, zeigt sich im
Gegensatz dazu die Apoptose-Induktion in der NBN-defizienten lymphoblastoiden
Zelllinie leicht reduziert.

4.2.3. Analyse apoptotischer Marker nach Behandlung mit
MNNG: Aktivierung der Caspase-7 und Spaltung von PA  RP1

Wie in den Fibroblasten, wurde auch in den lymphoblastoiden Zellen zur weiteren
Analyse des apoptotischen Zelltods die Spaltung bzw. Aktivierung der Caspase-7
sowie die Spaltung von PARPL1 in Proteinextrakten untersucht. Nach Behandlung der
Zellen mit 0,5 uM MNNG und gleichzeitiger O°-BG-Behandlung wurde in Western-Blot-
Analysen in beiden Zelllinien Spaltprodukte beider Proteine nachgewiesen, wobei die
Spaltung von Caspase-7 (Abb. 24A) und PARP1 (Abb. 24B) im Wildtyp leicht starker
war als in der NBN-defizienten Zelllinie. Dies zeigt erneut eine verstarkte Apoptose-
Induktion in der Wildtyp-Zelllinie im Vergleich zur NBN-Mutante.
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Abb. 24 Untersuchung apoptotischer Marker in den lymphoblastoiden Zelllinien 95P466
und 94P247 zu verschiedenen Zeitpunkten nach Behand lung mit 0,5 uM MNNG mittels
Western-Blot-Untersuchungen.  Zur Kontrolle der Beladung wurde die ERK2-Expression
bestimmt. A) Zeitabhangige Spaltung (Aktivierung) von Caspase-7. B) Zeitabhangige Spaltung
von PARP1.

4.2.4. Untersuchung des Einflusses von MGMT auf die
Sensitivitat der Zellen nach Behandlung mit MNNG

Weiterhin wurde der Einfluss von MGMT auf die MNNG-induzierte Toxizitdt in den
lymphoblastoiden Zelllinien analysiert. Zunéchst wurden die MGMT-Expression und die
entsprechende Protein-Aktivitat im Wildtyp und in der NBN-mutierten Zelllinie
bestimmt. Wahrend im Wildtyp eine starke Expression des MGMT-Proteins beobachtet
wurde, war in der NBN-mutierten Zelllinie keine MGMT-Expression zu detektieren
(Abb. 25A). Analog zur Proteinexpression zeigte sich im Aktivitatstest MGMT-Aktivitat
in der Wildtyp-Zelllinie, jedoch nicht in der NBN-mutierten Zelllinie (Abb. 25B). Da die in
den Toxizitatsstudien verwendete NBN-defiziente Zelllinie (95P466) kein MGMT-
Protein exprimierte, wurde zur Untersuchung des Einflusses von MGMT auf die
MNNG-induzierte Toxizitat eine zweite NBN-mutierte Zelllinie (94P126) verwendet,
welche das MGMT-Protein exprimierte (Abb. 25A) und mit 588,5 fmol/mg Protein auch
eine hohe MGMT-Aktivitat aufwies (Abb. 25B).
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Wie mit der Annexin V/PI-Doppelfarbung gezeigt wurde, war diese Zelllinie trotz
MGMT-Inhibition durch O°-BG sehr resistent gegeniiber der Behandlung mit MNNG
(Abb. 41 im Anhang), so dass im folgenden Experiment die Dosis fur diese Zelllinie auf
5 uM MNNG erhéht wurde, um eine Toxizitdt beobachten zu kénnen. Der Wildtyp
hingegen wurde nur mit 0,5 uM MNNG behandelt. 72 Std. nach dieser Behandlung war
in beiden Zelllinien mit der Annexin V/PI-Methode fast keine Induktion von Apoptose
(Abb. 25C) und Nekrose (Abb. 25D) zu beobachten, wenn die Zellen nicht mit O°-BG
vorbehandelt wurden.

Auch der induzierte Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) war sehr gering; die
Zellen waren aulerst resistent gegeniber der MNNG-Behandlung (Abb. 25E). Wurden
die Zellen mit O®*-BG vorbehandelt, so zeigte sich in der NBN-defizienten Zelllinie eine
Induktion sowohl von Apoptose als auch von Nekrose, wobei der induzierte Zelltod
(Summe aus Apoptose und Nekrose) jedoch insgesamt etwas geringer war als die
Toxizitat in der Wildtyp-Zelllinie. Zusammenfassend zeigen diese Daten auf, dass die
0°-MeG-Lésion fiir die Induktion des Zelltods sowohl in den Wildtyp- als auch in den

NBN-defizienten Zellen verantwortlich ist.
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Abb. 25 Einfluss von MGMT auf die MNNG -induzierte Toxizitat in den lymphoblastoiden
Zelllinien 95P466, 94P247 und 94P126. A) Bestimmung der MGMT-Expression mittels
Western-Blot-Analyse. Zur Kontrolle der Beladung wurde die ERK2-Expression bestimmt.
B) Analyse der MGMT-Aktivitat mittels MGMT-Aktivitatstest. C) — E) Analyse der Toxizitat mit
der Annexin V/Pl-Methode in den 95P466- und 94P126-Zellen 72 Std. nach MNNG-
Behandlung (95P466: 0,5 uM; 94P126: 5 uM) in Ab- bzw. Anwesenheit des MGMT-Inhibitors
0°-BG. Die Bestimmung des Zelltods erfolgte durch Summation der Apoptose- und Nekrose-
Fraktion. Da die 94P247-Zellen keine MGMT-Expression aufweisen, wurde die Zelllinie in
dieser Untersuchung nicht beriicksichtigt. *, P < 0,05; **, P < 0,005; ***, P < 0,001
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4.2.5. Bestimmung des Einflusses von DPQ auf die Ne krose-
Induktion nach Behandlung der Zellen mit MNNG

Da auch in der lymphoblastoiden NBN-Mutante eine unerwartet hohe Nekrose-
Induktion nach Behandlung der Zellen mit MNNG und TMZ beobachtet wurde, wurde
auch in diesem Zellsystem dberprift, ob die Nekrose-Induktion durch eine
Hyperaktivierung von PARP1 bedingt wurde. Dazu wurde die Aktivitat von PARP1
inhibiert, indem die Zellen zum Zeitpunkt der MNNG-Behandlung mit 2 uM und
zusatzlich nach 24 Std mit 1 pM DPQ (Suto et al.,, 1991) behandelt wurden. Die

MNNG-induzierte Toxizitat wurde mit der Annexin V/PI-Doppelfarbung untersucht.

In Abb. 26 wird gezeigt, dass 72 Std. nach Behandlung mit 0,5 uM MNNG (in
Anwesenheit von O°-BG) weder die Apoptose- (Abb. 26A) noch die Nekrose-Induktion
(Abb. 26B) im Wildtyp und in der verwendeten NBN-defizienten Zelllinie durch die
PARP1-Inhibition signifikant beeinflusst wurde. Folglich war auch die Induktion des
Zelltods (Summe aus Apoptose und Nekrose) durch die Inhibition von PARP1 nicht
verandert (Abb. 26C). Wir schlussfolgern daraus, dass die hohe Nekrose-Rate nach
Behandlung mit den methylierenden Agenzien MNNG und TMZ in der NBN-defizienten

Zelllinie nicht durch eine Hyperaktivierung von PARP1 verursacht wird.
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Abb. 26 Einfluss von DPQ auf die MNNG -induzierte Toxizitat in den lymphoblastoiden
Zelllinien 95P466 und 94P247. Analyse der Toxizitat mit der Annexin V/PI-Methode 72 Std.
nach Behandlung mit 0,5 uM MNNG in Ab- bzw. Anwesenheit des PARP1-Inhibitors DPQ
(2 UM zum Zeitpunkt der MNNG-Behandlung und 1 pM 24 Std. danach). A) Induzierte
Apoptose. B) Induzierte Nekrose. C) Induzierter Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose).

4.3. Untersuchungen an menschlichen Melanom-Zelllin  ien

Maligne Melanome werden nach Metastasierung in der Klinik mit TMZ oder DTIC,
einem weiteren methylierenden Agens, behandelt (Bhatia et al., 2009). Dies wirft die
Frage auf, ob auch Melanom-Zellen, welche in der NBN-Expression beeintrachtigt sind,
ahnlich wie die Fibroblasten- oder die lymphoblastoiden Zellen, die eine Mutation im
NBN-Gen tragen, eine erhdhte Sensitivitdt gegeniber TMZ zeigen. Ist dies der Fall, ist
davon auszugehen, dass die NBN-Expression in den Tumorzellen den Erfolg der

Chemotherapie beeinflusst. Somit wirde sich NBN als zellulares Angriffsziel anbieten,
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um die Therapie-Effizienz zu verbessern. Um diese Hypothese zu tberprifen, wurde in
einer menschlichen Melanom-Zelllinie (D03) ein NBN-Knockdown durchgefihrt. Mittels
stabiler Transfektion eines shRNA-tragenden Vektors gegen NBN wurde in diesen
Zellen die NBN-Expression herunterreguliert. Nach der Etablierung verschiedener
Klone, welche einen stabilen Knockdown zeigten, wurden drei Klone (D03 siNBN 1,
D03 siNBN 13, D03 siNBN 19) fur die Studie verwendet und n&her charakterisiert.

4.3.1. Allgemeine Charakterisierung der verwendeten Zelllinie

und Analyse des NBN-Knockdowns

Zuerst wurde die NBN-Expression in der nicht-transfizierten Zelllinie und den drei
Klonen mittels Western-Blot-Analyse untersucht und das relative Expressionsniveau in
Bezug zur nicht-transfizierten Kontrolle bestimmt. Alle drei Klone zeigten eine
Verminderung der NBN-Expression, wobei das Ausmal unterschiedlich stark war
(Abb. 27A). Einer der Klone zeigte einen sehr geringen NBN-Knockdown
(D03 siNBN 1), ein zweiter Klon eine mittlere Expression (D03 siNBN 19) und der dritte
Klon mit einer residualen NBN-Expression von 22,7 % einen starken NBN-Knockdown
(D03 siNBN 13).

Nachfolgend wurde das Zellwachstum, das die TMZ-induzierte Toxizitat beeinflusst,
untersucht und die entsprechenden Generationszeiten berechnet. Dabei wurde eine
Abhangigkeit des Zellwachstums von der NBN-Expression beobachtet. So zeigte die
nicht-transfizierte Zelllinie mit 23,3 Std. die kirzeste Generationszeit, wahrend das
Wachstum der drei transfizierten Klone mit abnehmender NBN-Expression langsamer
wurde (Abb. 27B und 27C). Bei Betrachtung der Generationszeit als Funktion der
relativen NBN-Expression zeigte sich eine sehr starke Korrelation beider Parameter
(Abb. 27D).
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Abb. 27 Allgemeine Charakterisierung der

NBN-Expression.

Melanom -Zelllinie DO3 nach stabilem NBN -
Knockdown. Untersucht wurde die nicht-transfizierte Zelllinie und drei Klone (D03 siNBN 1,
D03 siNBN 13 und D03 siNBN 19) mit NBN-Knockdown. A) Bestimmung der NBN-Expression
mittels Western-Blot-Analyse und Quantifizierung der residualen NBN-Expression. Zur
Kontrolle der Beladung und fir die Berechnung der relativen NBN-Expression wurde die ERK2-
Expression bestimmt. B) Wachstumskurven. C) Berechnung der aus den Wachstumskurven
resultierenden Generationszeiten. D) Analyse der Generationszeit als Funktion der relativen
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4.3.2. Untersuchung der zellularen Sensitivitat nac h
Behandlung mit TMZ

Darauf folgend wurde die zellulare Sensitivitdt gegentber TMZ mit der Annexin V/PI-
Methode untersucht, wobei auch diese Zellen mit O°-BG vorbehandelt wurden, obwohl
sie kein MGMT-Protein exprimierten (Abb. 42 im Anhang). Die O°-BG-Applikation
wurde durchgefuhrt, um sicherzugehen, dass kein aktives MGMT-Protein in den Zellen
wahrend der Behandlung vorlag, da der MGMT-Status der Zellen wahrend der
Durchfiihrung dieser Experimente nicht bekannt war. Da der Klon (D03 siNBN 19),
welcher eine mittlere NBN-Expression zeigte, schon basal eine sehr hohe Rate an
toten Zellen aufwies (Abb. 43 im Anhang), wurde dieser Klon von der folgenden

Analyse ausgeschlossen.

Gemessen 144 Std. nach Behandlung mit 50 uM TMZ erwies sich die nicht-transfizierte
Zelllinie als sehr resistent (Abb. 28A). Lediglich in der Induktion der Apoptose war ein
geringer Anstieg nach Behandlung mit TMZ zu beobachten (Abb. 28B). Die Induktion
der Nekrose verzeichnete sogar einen leichten Abfall, der jedoch nicht signifikant war
(Abb. 28C). Wéhrend in dem Klon (D03 siNBN 1), der einen schwachen NBN-
Knockdown zeigte, nur ein leichter Anstieg in der Induktion der Apoptose und der
Nekrose zu beobachten war, zeigte der Klon (D03 siNBN 13) mit starkem NBN-
Knockdown verglichen zur unbehandelten Zelllinie eine sehr hohe Induktion von
Apoptose bzw. Nekrose und folglich auch des Zelltods (Summe aus Apoptose und
Nekrose). Dabei war zu beachten, dass die Induktion der Apoptose in diesem Klon

(D03 siNBN 13) gegenuber der Nekrose-Induktion leicht dominierte.

Wie in Abb. 28D gezeigt wird, wurde abschlieRend die induzierte Toxizitat als Funktion
der relativen NBN-Expression analysiert. Bei dieser Untersuchung konnte ein
funktionaler Zusammenhang zwischen beiden Parametern beobachtet werden. Dieser
aulerte sich als inverse Korrelation, wobei die durch TMZ-induzierte Toxizitat mit dem
Ansteigen der relativen NBN-Expression abnahm. Zusammenfassend belegen die
Daten, dass auch menschliche Melanom-Zellen, die durch einen siRNA-Knockdown in
der NBN-Expression beeintrachtigt sind, eine erhéhte Sensitivitdit gegenuber

methylierende Agenzien wie TMZ aufweisen.
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Abb. 28 Analyse der Toxizitat mit der Annexin  V/PI-Methode in der Melanom -Zelllinie D03
nach stabilem NBN-Knockdown 72 Std. nach Behandlung mit 50 uM TMZ. Untersucht
wurde die nicht-transfizierte Zelllinie und zwei Klone (D03 siNBN 1 und D03 siNBN 13) mit
NBN-Knockdown. Die P-Werte beziehen sich jeweils auf die nicht-transfizierte Kontrollzelllinie
D03: **, P < 0,005; ***, P <0,001 A) Induzierter Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose).
B) Induzierte Apoptose. C) Induzierte Nekrose. D) Analyse des induzierten Zelltods als
Funktion der relativen NBN-Expression. Hierbei konnte eine inverse Korrelation beider
Parameter beobachtet werden.

4.4. Untersuchungen an ATR-defizienten lymphoblasto iden

Zellen

Methylierungen an der DNA, wie sie zum Beispiel durch TMZ induziert werden, werden
wahrend der Replikation in DSBs Uberfuihrt. Neben NBN und ATM besitzt auch ATR
wichtige Funktionen wahrend der Reparatur von DSBs (siehe Kapitel 1.2.4.). Daher ist

eine berechtigte Frage, ob neben den NBN- und ATM-defizienten Zellen auch ATR-
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defiziente Zellen eine erhdhte Sensitivitdt gegeniber diesen methylierenden Agenzien
aufweisen. Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden zwei menschliche
lymphoblastoide Zelllinien verwendet, welche EBV-transformiert wurden. Eine dieser
Zelllinien (DK0064) wurde aus einem Patienten mit dem Seckel-Syndrom isoliert. Sie
tragt eine Mutation im ATR-Gen. Diese hypomorphe Mutation fiihrt zur Bildung von
verschiedenen Splice-Varianten der mRNA und bewirkt eine starke Reduktion der
Expression des Wildtyp-Proteins. Die zweite Zelllinie (GM09387) tragt keine Mutation
im ATR-Gen und exprimiert daher das Protein auf normalem Niveau. Sie wird im

folgenden Teil als Wildtyp bezeichnet.

4.4.1. Charakterisierung des Wachstums der verwende ten

Zelllinien

Da die Methylanzien-induzierte Toxizitat abhangig von der Replikation der Zellen ist,
wurden auch hier zunachst Wachstumskurven erstellt und anschlieRend die daraus
resultierenden Generationszeiten berechnet. Das Wachstum beider Zelllinien war sehr
ahnlich. Die Generationszeit des Wildtyps war mit 24,6 Std. jedoch etwas kiirzer als die
Generationszeit der ATR-mutierten Zelllinie (27 Std.) (Abb. 29).
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Abb. 29 Untersuchung des Zellwachstums in  den lymphoblastoiden Zell linien AG09387
und DK0064. Wachstumskurven und Berechnung der daraus resultierenden
Generationszeiten.
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4.4.2. Untersuchung der Sensitivitat der Zellen nac h
Behandlung mit TMZ

Nach der Untersuchung des Wachstums wurde die Sensitivitdt der Zellen gegeniber
TMZ (in Anwesenheit von O°BG) mit der Annexin V/Pl-Methode bestimmt. 72 Std.
nach Behandlung der Zellen zeigte die ATR-mutierte Zelllinie Uber den kompletten
untersuchten Dosisbereich eine signifikant verstarkte Induktion der Apoptose
(Abb. 30A). Die Induktion der Nekrose zeigte sich ebenfalls leicht erh6ht, wobei nur bei
einer Konzentration von 20 pM ein signifikanter Unterschied beobachtet wurde
(Abb. 30B). Die Induktion des Zelltods (Summe aus Apoptose und Nekrose) war
dementsprechend in der ATR-Mutante ebenfalls erhéht (Abb. 30C). Hier waren die
Unterschiede bei einer Dosis von 20 uM und 100 uM signifikant. Somit zeigen auch

ATR-defiziente Zellen eine erhdhte Sensitivitat gegentuber TMZ.
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Abb. 30 Analyse der Toxizitdt mit der Annexin  V/PI-Methode in den lymphoblastoiden
Zelllinien AG09387 und DKO0064 72 Std. nach Behandlu ng mit TMZ in verschiedenen

Konzentrationen. *, P <0,05 A) Induzierte Apoptose. B) Induzierte Nekrose. C) Induzierter
Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose).

4.4.3. Untersuchung des Einflusses von MGMT auf die
Sensitivitat der Zellen nach Behandlung mit TMZ

Weiterhin wurde der Einfluss von MGMT auf die TMZ-induzierte Toxizitat analysiert.
Zunachst wurde das MGMT-Protein untersucht. In Western-Blot-Analysen zeigten
beide Zelllinien eine Expression des MGMT-Proteins (Abb. 31A). Im Gegensatz dazu
war die Enzym-Aktivitat, die mit dem Aktivitatstest gemessen wurde, im Wildtyp niedrig

(Abb. 31B). Die ATR-Mutante zeigte hingegen eine starke MGMT-Aktivitat.
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AnschlieRend wurde 72 Std. nach Behandlung der Zellen mit 50 uM TMZ die Induktion
der Toxizitat mit der Annexin V/PI-Methode analysiert, wobei die Zellen nicht mit O%-BG
vorbehandelt wurden. Im Wildtyp zeigte sich unter diesen Bedingungen eine starke
Reduktion der Apoptose (Abb. 31C) sowie der Nekrose (Abb. 31D) und folglich auch
des Zelltods (Summe aus Apoptose und Nekrose) (Abb. 31E) verglichen zur Toxizitat,
die TMZ in Kombination mit der O°-BG-Vorbehandlung induzierte. Jedoch war trotz der
vorliegenden MGMT-Enzymaktivitat in dieser Zelllinie eine signifikante Toxizitat
festzustellen. Die ATR-mutierte Zelllinie hingegen war sehr resistent gegentber der
TMZ-Behandlung, wenn die Zellen nicht mit 0°%-BG vorbehandelt wurden. Dies zeigt,
dass die O°-MeG-Léasion wie in den NBN- und ATM-defizienten Zellen auch fiir die

erhohte Sensitivitdt der ATR-mutierten Zellen verantwortlich ist.

129



4. Ergebnisse

. MGMT Aktivitat
Zelllinie (fmol/mg Protein)
AG09387 wt 80+4,2
DK0064 ATR mt 509,5 £ 60,1
301 CJ50 uM TMZ + 0%-BG
50 pM TMZ Fkk
~ 25 *%% 1
Q\i — i 1T
2 1
&8 204 1
5 :
2 |
A 1
= +MGMT |
2 i
N 10, |
'c I
£ i
51 i +MGMT
AG09387 wt | DK0064 ATR mt
50 uM TMZ
*kk
1
T

+MGMT

B

AG09387wt | DK0O064 ATR mt

A E B
g
® =
a8
g 8
MGMT - i
ERK2 s
C 301 50 uM TMZ + O6-BG D
I 50 UM TMZ
S 251 !
E’\, ! *kk
@ ! —
8 201 LT
Q. * !
g i !
< 154 |
12 |
g 10 +MGMT 3
> i
=] |
k= i
51 |
} +MGMT
0 3 .
AG09387wt | DK0064 ATR mt
50 uM TMZ
E 501 50 pM TMZ + O°-BG
B 50 UM TMZ
e *kk !
& 401 1 |
° i
2 |
T 301 |
N |
5 !
© +MGMT !
2 20 |
N |
=] i
e} i
£ |
10‘ }
50 uM TMZ

Abb. 31 Einfluss vo n MGMT auf die MNNG -induzierte Toxizitat in
Zelllinien AG09387 und DK0064. A) Bestimmung der MGMT-Expression durch Western-Blot-
Untersuchung. Zur Kontrolle der Beladung wurde die ERK2-Expression bestimmt. B) Analyse
der MGMT-Aktivitdt mittels MGMT-Aktivitatstest. C) —E) Analyse der Toxizitdt mit der
Annexin V/PIl-Methode 72 Std. nach Behandlung mit 50 uM TMZ in Ab- bzw. Anwesenheit des
MGMT-Inhibitors O°-BG. Die Bestimmung des Zelltods erfolgte durch Summation der

Apoptose- und Nekrose-Fraktion. *, P < 0,05; *** P < 0,001

den lymphoblastoiden
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5. Diskussion

5.1. Analyse der erh6hten Sensitivitat der NBN-, AT M- und ATR-

mutierten Zellen

NBN, ATM und ATR besitzen wichtige Funktionen wéahrend der Reparatur von DSBs
(siehe Kapitel 1.2.4.) und sind somit wichtige Faktoren, die zur genomischen Stabilitéat
beitragen. In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss dieser drei Proteine auf die
Alkylanzien-induzierte Toxizitdt analysiert. Fur diese Untersuchungen wurden
verschiedene menschliche Zellsysteme, die entweder in einem dieser Gene mutiert
sind oder in welchen ein Knockdown mittels RNAi erzielt wurde, verwendet und die
Zellen mit den alkylierenden Agenzien MNNG und TMZ behandelt. Zu diesen
Zellsystemen zéhlten menschliche Fibroblasten und lymphoblastoide Zellen, welche
hypomorphe NBN-Mutationen in beiden Allelen tragen. Diese Mutationen fuhren zu der
Expression eines verkirzten NBN-Proteins, das teilweise funktionslos ist, jedoch

Restfunktionen aufweist.

In  Toxizitdtsanalysen waren die NBN-mutierten Zelllinien im Vergleich zu
entsprechenden Wildtyp-Zelllinien hypersensitiv gegentiber MNNG und TMZ. Hierbei
ist zu beachten, dass in diesen Experimenten zuvor MGMT mittels O®-BG inaktiviert
wurde. Die erhohte Sensitivitdt der NBN-mutierten Zellen konnte in menschlichen
Melanom-Zellen, die einen stabilen NBN-Knockdown zeigten, bestatigt werden, wobei
eine Korrelation zwischen residualer NBN-Expression und induzierter Toxizitat
gefunden wurde. Ahnlich wie im Fall der NBN-mutierten Zelllinien waren auch ATR-
mutierte lymphoblastoide Zellen, die ebenfalls hypomorphe Mutationen tragen, und
ATM-defiziente Fibroblasten sensitiver gegeniiber den Alkylanzien, verglichen zu den
entsprechenden Kontrollen. Durch Analysen des Zellwachstums sowie der
Hauptproteine der MMR konnte ausgeschlossen werden, dass die beobachteten

Unterschiede in der Sensitivitat auf eine Beeintrachtigung der MMR beruhen.

Somit konnte gezeigt werden, dass homozygote Mutationen in einem dieser drei Gene
in verschiedenen Zellsystemen zu einer Hypersensitivitdt gegentiber methylierenden
Agenzien fuhrt. Die Daten dieser Studie offenbaren damit NBN, ATM und ATR als
neue Faktoren der zellularen Resistenz gegentiber Syl-alkylierenden Agenzien, unter

anderem dem methylierenden Chemotherapeutikum TMZ.
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Die Daten fuhrten zu der Frage, welche DNA-Lasion fur die erhbhte Sensitivitat der
mutierten Zelllinien verantwortlich ist. Daher wurde der Einfluss von MGMT auf die
Induktion der Toxizitat untersucht. Da keine der verwendeten NBN-mutierten Zelllinien
und auch nicht die Melanom-Zellen, in welchen der NBN-Knockdown etabliert wurde,
das MGMT-Protein exprimierten, wurde versucht die NBN-mutierte Fibroblasten-
Zelllinie mit einem MGMT-Expressionsvektor stabil zu transfizieren, um eine
ektopische Expression von MGMT zu erzielen. Das war jedoch nicht mdglich. Nach der
Selektion der G418-resistenten Kolonien, konnten zwar einzelne Klone isoliert und
expandiert werden. Bei der Analyse der MGMT-Expression erwiesen sich jedoch alle
Klone als MGMT-negativ. Dies erklaren wir durch eine verminderte Kapazitat der HR in
den NBN-defekten Zellen.

Daher wurde zusatzliche eine NBN-defiziente aber MGMT-profiziente lymphoblastoide
Zelllinie verwendet und mit der lymphoblastoiden Wildtyp-Zelllinie, die ebenfalls MGMT
exprimierte, verglichen. Diese Zelllinie wies jedoch keine erhdhte Sensitivitat auf; sie
war sogar resistenter gegeniber MNNG als die Wildtyp-Zelllinie. Der Grund hierfur war
sehr wahrscheinlich eine verminderte Protein-Expression von MSH2, MSH6 und
PMS2, welche fiur die MMR essentiell sind (siehe Kapitel 1.2.2.), sowie eine deutlich
langere Generationszeit. Nach Behandlung beider Zellen mit MNNG in Anwesenheit
von MGMT, das heiRt wenn keine O°-BG-Vorbehandlung stattfand, waren beide

Zelllinien fast komplett resistent.

Das gleiche Ergebnis war in den ATM-mutierten Zellen zu beobachten. Nach
erfolgreicher Transfektion der ATM-defizienten und der Wildtyp-Fibroblasten mit einem
MGMT-Expressionsvektor zeigten sich beide Zelllinien fast komplett resistent
gegenuber einer Behandlung mit MNNG, wenn MGMT zuvor nicht inhibiert wurde.
Anders als im Fall der verwendeten NBN- und ATM-mutierten Zelllinien exprimierten
sowohl die ATR-mutierte Zelllinie als auch der entsprechende Wildtyp das MGMT-
Protein. In Anwesenheit von MGMT war die ATR-mutierte Zelllinie sehr resistent
gegenuber der TMZ-Behandlung. Auch im Wildtyp zeigte sich eine Reduktion der TMZ-
induzierten Toxizitat, wenn MGMT exprimiert wurde. Jedoch wurde weiterhin eine
signifikante Induktion von Zelltod beobachtet. Dies ist sehr wahrscheinlich mit einer
relativ niedrigen MGMT-Aktivitat (80 fmol/mg Protein) zu begriinden. Nachfolgend sind

die Daten in Tab. 1 im Uberblick zusammengefasst.
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Zellsystem Wildtyp Mutante
MGMT-Aktivitat Induzierter Zelltod MGMT-Aktivitat Induzierte Zelltod
(fmol/mg) (%) (fmol/mg) (%)
+0°%BG | -0°%BG +0°%BG | -0%BG
NBN-mutierte
_ 154 + 26,9 345+ 1 1743 588,5 + 6,4 285+ | 51418
lymphoblastoide Zellen 7,2 5,4
ATM-mutierte . . 12.8 + . .
) Nicht bestimmt T 331 Nicht bestimmt 516+4 47+2,1
Fibroblasten 6,4
ATR-mutierte
, 80+4,2 359+ | 158+9 | 50954601 427+ | 45401
lymphoblastoide Zellen 6.9 7,5

Tab. 1 Ubersicht zum Einfluss von MGMT auf den induzierten Zelltod i n den NBN -, ATM-
und ATR-mutierten Zelllinien.  Die MGMT-Aktivitdt wurde mit dem MGMT-Aktivitatstest
bestimmt. Die Messung des induzierten Zelltods erfolgte mit der Annexin V/PIl-Methode 72 Std.
nach Behandlung. Die Daten folgender Zelllinien sind dargestellt: 95P466 wt, 94P126 NBN mt
(NBN-mutierte lymphoblastoide Zellen); GM637 MGMT 7 wt, ATs4 MGMT 10 ATM mt (ATM-
mutierte Fibroblasten); AG09387 wt, DK0O064 ATR mt (ATR-mutierte lymphoblastoide Zellen).
Zur Induktion der Toxizitdt wurden folgende Konzentrationen verwendet: 0,5 uM MNNG
(95P466 wt), 5pM MNNG (94P126 NBN mt), 10uM MNNG (GM637 MGMT 7 wt,
ATs4 MGMT 10 ATM mt), 50 uM TMZ (AG09387 wt, DK0064 ATR mt).

Wie anhand dieser Untersuchungen gezeigt werden konnte, verleiht das MGMT-
Protein den NBN-, ATM- und ATR-mutierten Zellen eine hohe Resistenz gegeniber
MNNG und TMZ. Diese Ergebnisse verdeutlichen die kritische Rolle O°-MeG-Lésion.
Sie ist fur die toxische Wirkung der alkylierenden Agenzien gegenitber den
verwendeten Zelllinien verantwortlich und vermittelte die erhéhte Sensitivitat der NBN-,
ATM- und ATR-mutierten Zellen.

Wie der Einfluss von MGMT auf die Zytotoxizitat zeigt, spielen die durch MNNG und
TMZ induzierten N-Alkylierungen, die durch die BER repariert werden (siehe
Kapitel 1.1.2.), nur eine marginale Rolle. Das war so nicht zwingend zu erwarten, da
auch N-Alkylierungen toxisch wirken kénnen. Theoretisch ist es denkbar, dass NBN,
ATM oder ATR auch in N-Alkylierung-induzierten Signalwegen Funktionen haben. Im

Fall von NBN wurde beispielsweise ein Einfluss auf die BER beschrieben (Sagan et al.,
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2009). Aus diesem Grund wurde in den Fibroblasten-Zelllinien ebenfalls die BER-
Kapazitat untersucht. Dazu wurden zwei verschiedene Strategien gewahlt. In einem
BER-Aktivitatstest, mit dem es mdglich ist die einzelnen Teilschritte der BER zu
untersuchen, konnte in den beiden mutierten Zelllinien keine verminderte BER-Aktivitat
nachgewiesen werden. Dabei zeigte die NBN-mutierte Zelllinie eine dem Wildtyp
vergleichbare Reparaturkinetik und die ATM-defiziente Zelllinie sogar eine etwas
schnellere Reparatur. Dies wurde durch den alkalischen Comet-Assay, der ESBs,
welche als Reparaturintermediate wahrend der BER entstehen, detektiert, bestatigt.
Nach einer MNNG-Pulsbehandlung von 60 min war auch in diesem Ansatz die Kinetik
der ESB-Reparatur in den ATM-defizienten Zellen etwas schneller als im Wildtyp und

in den NBN-defizienten Zellen.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass in NBN- und ATM-mutierten Zellen
kein Defekt in der BER vorliegt. Dies steht im Einklang mit den oben diskutierten Daten
zum Einfluss von MGMT auf die Alkylanzien-induzierte Toxizitat, die zeigen, dass N-
Alkylierungen keine nennenswerte Toxizitat in den mutierten Zellen induzieren, und
widerspricht der erwahnten Studie (Sagan et al., 2009). In dieser wird postuliert, dass
eine Beeintrachtigung im NBN-Protein, entweder durch das Vorhandensein von
Mutationen oder durch einen Knockdown mittels RNAI, zu einer reduzierten BER-
Kapazitat und daher zu einer erhdéhten Sensibilitat der Zellen gegeniber MMS und
H,O, fuhrt. Die Ursache hierfir soll in einer reduzierten Aktivierung von PARPL, das

die BER stimuliert, liegen.

Die widerspriichlichen Ergebnisse zwischen dieser Studie und den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit ist sehr schwierig zu erklaren. In beiden Arbeiten wird ein sehr
ahnlicher BER-Aktivitatstest verwendet. Uber die Grunde fir die unterschiedlichen
Ergebnisse in diesen Experimenten kann nur spekuliert werden. Maoglicherweise
konnte es auf die verschiedenen verwendeten Zellsysteme zurlckzufhren sein.
Weiterhin wurde in der Arbeit von Sagan und Co-Autoren eine reduzierte Aktivierung
von PARP1 nachgewiesen. Diese wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.
Ubereinstimmend sind jedoch die Daten beziiglich der Sensitivitat gegeniiber MMS.
Hier zeigen die Daten beider Arbeiten, dass NBN-defiziente Zellen oder Zellen mit
einem NBN-Knockdown sensitiver gegentber MMS sind als entsprechende Wildtyp-
Zellen. Die erhdhte Sensitivitat wird in der Arbeit von Sagan und Co-Autoren durch den

Defekt in der BER erklart. Méglicherweise konnte sie aber auch auf eine verringerte
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Reparatur von DSBs, welche indirekt durch die Alkylierungen der Basen induziert

werden, zurickzufiihren sein.

Die erhohte Sensitivitat der NBN-, ATM- und ATR-mutierten Zelllinien gegentber Sy1-
alkylierenden Agenzien ist, wie oben diskutiert wurde, auf O°%-MeG-Lasionen
zurickzufuhren. Diese induzieren als sekundaren DNA-Schaden DSBs (siehe
Kapitel 1.1.2.). Die Proteine NBN, ATM und ATR haben essentielle Funktionen
wahrend des friihen Prozessierens der DSBs, das vor allem zur Initiation der HR fihrt.
Aber auch Einflisse auf spatere Teilschritte der DSB-Reparatur sind beschrieben
worden. So wurde beispielsweise eine Rolle von NBN in der HR vorgeschlagen
(Tauchi et al., 2002). Daher ist es nahe liegend zu vermuten, dass die erhdhte
Sensitivitat der mutierten Zelllinien auf eine verringerte DSB-Reparatur zurtickzufiihren
ist, wobei speziell die HR beeintrachtigt sein sollte (Abb. 32). Diese Hypothese wird
durch eine Studie unterstitzt, in der gezeigt wurde, dass die Alkylanzien-induzierten

DSBs vorwiegend durch HR repariert werden (Roos et al., 2009).

Um die Frage zu klaren, ob die NHEJ an Bedeutung gewinnt, wenn NBN oder ATM
mutiert sind, wurde ein DNA-PKcs-Inhibitor zur Vorbehandlung verwendet. Da die
DNA-PK fur die NHEJ unerlasslich ist (siehe Kapitel 1.2.4.3.), ist es mit dem
verwendeten Inhibitor mdglich, diesen Signalweg zu hemmen. Im Wildtyp und in der
ATM-mutierten Zelllinie fuhrte die DNA-PKcs-Inhibition nicht zu einer erhohten
Sensitivitdt der Zellen gegeniiber der MNNG-Behandlung. Im Gegensatz dazu wurde
eine starke Sensibilisierung der NBN-Mutante gegeniiber MNNG durch die Zugabe des
Inhibitors beobachtet. Diese Ergebnisse zeigen, dass in den verwendeten Wildtyp- und
ATM-defizienten Fibroblasten die NHEJ keine Rolle in der Protektion gegenuber
MNNG spielt. Im Fall der NBN-defizienten Zellen ist das anders. Hier scheint die NHEJ

eine groRe Bedeutung zu haben.

Diese Daten bestatigen das in Kapitel 1.2.4.4. beschriebene Modell (siehe auch
Abb. 3), in dem der MRN-Komplex und der KU70/KU80-Komplex um die Bindung an
den DSB konkurrieren, wobei abhangig von dem an den DSB-bindenden
Proteinkomplex der entsprechende Reparatur-Mechanismus bevorzugt wird. Demnach
wirde das Fehlen des MRN-Komplexes im Nukleus zu einer verstarkten Induktion der
NHEJ filhren, so dass in NBN-mutierten Zellen durch O°®-MeG-induzierte DSBs

ebenfalls durch die NHEJ repariert werden.
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Alkylierendes Agens (z.B. TMZ)

l
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Akkumulation von DSBs
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Funktionelles Mutiertes NBN Mutiertes ATM Mutiertes ATR
NBN/ATM/ATR l l l
l Verringerte HR ? Verringerte HR ? Verringerte HR ?
Effektive DBS- Partielle Reparautur  Keine Reparatur
Reparatur durch HR durch die NHEJ durch die NHEJ
Hohe Resistenz Erhoéhte Sensitivitat

Abb. 32 Model zur O°-MeG-induzierten Toxizitat mit Beriicksichtigung von NBN, ATM
und ATR. Vereinfachte Darstellung der vorgeschlagenen Signalwege. Ob die Mutationen von
NBN, ATM und ATR zu einer verringerten HR flhren, ist bislang nicht geklart. Aufgrund der
Funktionen der drei Proteine ist dies jedoch sehr wahrscheinlich. Der Einfluss der NHEJ auf die
Methylanzien-induzierte Toxizitat wurde in den ATR-defizienten Zellen nicht untersucht.

5.2. Klinische Bedeutung der erhOhten Sensitivitat der NBN-,
ATM- und ATR-mutierten Zellen in der Tumortherapie

TMZ wird in Verbindung mit IR flr die Therapie von Glioblastomen eingesetzt. Diese
tragen in hoher Frequenz spontane Mutationen im NBN-Gen (Watanabe et al., 2009).
Sie betreffen entweder ein oder beide Allele und korrelieren mit zusatzlichen
Mutationen im p53-Gen. Aufgrund der Daten der vorliegenden Arbeit ist es nahe
liegend anzunehmen, dass homozygote NBN-Mutationen in Glioblastomen die auf

TMZ-basierende Tumortherapie stark beeinflussen. Hierbei sollten jene Tumore, die in
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den Tumorzellen entsprechende Mutationen aufweisen, wahrend der Therapie eine
erhohte Sensitivitat zeigen. Daher sollte der NBN-Status der Tumorzellen als

prognostischer Marker herangezogen werden kdénnen.

Auch maligne Melanome werden nach Metastasierung mit methylierenden Agenzien
behandelt, wobei im europaischen Raum DTIC Verwendung findet. In den Vereinigten
Staaten wird zur Melanom-Therapie aber mittlerweile ebenfalls TMZ eingesetzt, das
DTIC dort verdrangte. In einem Teil der Patienten (2 von 80 Féllen, entspricht 2,5 %),
die am malignen Melanom erkrankten, wurden heterozygote Keimbahn-Mutationen im
NBN-Gen nachgewiesen (Debniak et al., 2003). Analysen der Tumor-Proben dieser
Patienten zeigte in beiden Fallen einen Verlust der Heterozygotie im Tumor, wobei
jeweils das Wildtyp-Allel betroffen war, so dass kein funktionelles NBN-Protein
exprimiert wurde. Wie in Glioblastomen sollte der NBN-Status der Tumorzellen auch in
Melanomen die Sensitivitat der Tumorzellen beeinflussen und daher als prognostischer
Marker dienen konnen. Jedoch sind Melanome sehr resistent und daher meist schlecht
therapierbar. Dies ist in Einklang mit dem geringen Anteil an Tumoren, welche NBN-
Mutationen aufweisen. Mdglicherweise zeigen aber diese Tumore ein erhéhtes

Ansprechen auf die auf Alkylanzien-basierende Therapie.

Weiterhin zeigen Zellen des Aderhautmelanoms, das dem malignen Melanom
verwandt ist, aber nicht mit TMZ behandelt wird, eine variable Expression des NBN-
Proteins und eine Korrelation zwischen dem Expressionsniveau und dem mittleren
Uberleben der Patienten (Ehlers and Harbour, 2005). In der vorliegenden Studie wurde
in malignen Melanom-Zellen mittels RNAI ein stabiler Knockdown des NBN-Proteins
erzielt. In anschlieBenden Toxizitditsmessungen zeigte sich eine klar erkennbare
Korrelation zwischen der residualen NBN-Expression und der Sensitivitéat gegenuber
TMZ, so dass anzunehmen ist, dass auch die Starke der NBN-Expression in malignen
Melanom-Zellen einen Einfluss auf deren Sensitivitat gegeniber der Chemotherapie
mit TMZ hat. Ob und in welchem Malf sich die Expression von NBN in malignen
Melanom-Zellen als variabel erweist, muss durch detaillierte Studien untersucht

werden.

Bei Untersuchungen einer Glioblastom-Zelllinie, die hypersensitiv gegeniber IR
reagiert und keine DNA-PKcs exprimiert, wurde zuséatzlich eine spontan aufgetretene
hemizygote ATM-Mutation nachgewiesen (Tsuchida et al., 2002). Diese fuhrt neben

dem Wildtyp-Transkript zur Bildung von veranderten Transkripten, so dass die Menge
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des Wildtyp-Proteins sehr niedrig ist. Analog dazu wurde auch in einer Melanom-
Zelllinie eine somatische, homozygote Mutation im ATM-Gen beschrieben, welche
ebenfalls mit einer erhéhten Sensitivitat gegendber IR einhergeht (Ramsay et al.,
1998). Beide Befunde fuhren zu der Annahme, dass Glioblastome und maligne
Melanome neben somatischen Mutationen im NBN-Gen auch spontane Mutationen im
ATM-Gen tragen. AulBerdem wurde gezeigt, dass die ATM-Expression in primaren
Glioblastom-Zellen variiert und mit deren Sensitivitat gegenuber IR korreliert (Tribius et
al.,, 2001). In Melanom-Zellen hingegen wurde mehrfach eine sehr starke ATM-
Expression detektiert (lvanov et al., 2009; Moschos et al.,, 2009), so dass ATM als
Biomarker fir Melanome vorgeschlagen wurde (Roesch et al., 2007). Die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit deuten an, dass auch der ATM-Status der Glioblastom- und
Melanom-Zellen den Erfolg der Chemotherapie beeinflusst. Wahrend hierbei ATM-
Mutationen in den Tumorzellen eine erhodhte Sensitivitdt verursachen sollten, koénnte
eine hohe Expression des Wildtyp-Proteins zur TMZ-Resistenz filhren und damit eine

ungunstige Prognose erlauben.

Die Hypothese, welche NBN und ATM als prognostische Marker flr den Therapie-
Erfolg wéahrend der Behandlung von Glioblastomen und malignen Melanomen
vorschlagt, kénnte mdglicherweise auch auf ATR ausgeweitet werden. Jedoch liegen
anders als im Fall von NBN und ATM zu ATR bislang keine Daten beziglich
eventueller Mutationen in beiden Tumor-Arten vor. Auch sind zum jetzigen Zeitpunkt
keine Studien bekannt, welche eine variable ATR-Expression in den Zellen dieser
Tumore beschreiben. AulRerdem identifizieren die Daten NBN, ATM und auch ATR als
neue therapeutische Angriffsziele in Glioblastomen und malignen Melanomen, deren
selektive Inhibition die Effizienz der Chemotherapie sehr wahrscheinlich verbessern

kdnnte.

Wie in Kapitel 4.1.8. beschrieben, wurde zusatzlich eine Reihe von weiteren
Gentoxinen in den mutierten Fibroblasten untersucht. Hier wiesen die NBN- und ATM-
mutierten Zelllinien eine erhdhte Sensitivitdt gegentber IR, UVC, ETO, TPT, MMS und
HACDT auf. Durch diese Daten kdnnte die aufgestellte These, die NBN und ATM als
therapeutische Angriffsziele in Glioblastomen und malignen Melanomen vorschlagt, auf
eine Vielzahl von Tumoren, welche mit den verwendeten Zytostatika behandelt

werden, ausgeweitet werden.
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Weiterhin lasst die erhohte Sensitivitat der NBN- und ATM-defizienten Zellen nach
Behandlung mit den verschiedenen Gentoxinen vermuten, dass der Status des NBN-
und ATM-Proteins die Resistenz von Tumorzellen gegeniber einer Vielzahl von
Zytostatika beeinflusst. In diesem Fall kdnnten NBN und ATM auch als prognostische
Marker fir eine Vielzahl von Tumoren herangezogen werden. Das Auftreten von
spontanen Mutationen von NBN und ATM in diversen Tumoren unterstreicht diese

Bedeutung.

Beispielsweise wurden somatische NBN-Mutationen in Medulloblastomen detektiert
(Huang et al.,, 2008). In Patienten mit Brustkrebs (Gorski et al., 2003) und
Ovarialkarzinomen (Plisiecka-Halasa et al., 2002) sind heterozygote Keimbahn-
Mutationen im NBN-Gen beschrieben. Diese gehen in den Brustkrebs-Patienten in
allen Fallen und in den Patienten mit Ovarialkarzinomen in einem Fall mit dem Verlust
der Heterozygotie im Tumor und einem damit verbundenen Fehlen des Wildtyp-
Proteins einher. Auch in Zellen von akuten lymphatischen Leukamien wurden
spontane, heterozygote Mutationen im NBN-Gen nachgewiesen (Varon et al., 2001).

Hier wird ein mdglicher dominant-negativer Effekt des mutierten Proteins diskutiert.

Bezlglich des ATM-Gens wurden somatische Mutationen, die beide Allele betreffen, in
hoher Frequenz in B- bzw. T-Zell-Leukamien gefunden (Schaffner et al., 1999;
Vorechovsky et al.,, 1997). Weiterhin wurde in Mantelzellymphomen, die unter
anderem in der Sekundartherapie mit ETO und IR behandelt werden (Ghielmini and
Zucca, 2009), in einem groRem Teil der Tumore die Deletion des ATM-Gens in einem
Allel beschrieben (Schaffner et al., 2000). In all diesen Fallen trug das zweite Allel eine
spontane, in der Keimbahn nicht vorkommende, Punktmutation, was den kompletten

Verlust des Wildtyp-Proteins in den Tumorzellen zur Folge hatte.

Der Einfluss von ATR auf die Sensitivitdt gegentiber den genannten Gentoxinen wurde
aus Zeitgrunden nicht untersucht, da die Zelllinien erst gegen Ende der Studie zur
Verfigung standen. Fiur den Fall, dass sich ATR-mutierte Zellen in Bezug auf die
Sensitivitdt gegenlber diversen Zytostatika ahnlich wie NBN- und ATM-defiziente
Zellen verhalten, koénnte ATR ebenfalls als therapeutisches Angriffsziel in der
Tumortherapie herangezogen werden. Da auch somatische ATR-Mutationen in
verschiedenen Tumoren beschrieben wurden, ist die Frage berechtigt, ob ATR als
prognostischer Marker angesehen werden kann. Zum Beispiel wurden in

Endometriumkarzinomen (Vassileva et al., 2002) oder in Magentumoren (Menoyo et
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al., 2001) Mutationen gefunden, die jedoch nur ein Allel betrafen. Hierbei ist jedoch zu
beachten, dass die verwendeten lymphoblastoiden Zellen, die aus einem Patienten mit
Seckel-Syndrom isoliert wurden, wie schon erwahnt eine hypomorphe ATR-Mutation
tragen, welche eine verbleibende Expression des Wildtyp-Proteins zulasst. Daher ist
die genetische Situation in diesen Zellen der Situation in Tumoren, die eine

heterozygote Mutation tragen, sehr dhnlich.

5.3. Analyse der hohen Nekrose-Rate in den NBN- und ATM-
defizienten Zellen

Mit der Annexin V/PI-Methode wurde gezeigt, dass in menschlichen Fibroblasten und
lymphoblastoiden Zellen, welche Mutationen im NBN- bzw. im ATM-Gen tragen, die
Hypersensitivitat gegentiber MNNG und TMZ durch eine sehr hohe Nekrose-Frequenz
bedingt ist. Bei Verwendung der Alkylanzien in hohen Dosen dominierte sogar in der
Mehrzahl der durchgefihrten Analysen der nekrotische Zelltod gegeniber der
Apoptose. Auch in malignen Melanom-Zellen wurde nach Behandlung mit TMZ eine
signifikante Induktion von Nekrose verzeichnet, wenn die NBN-Expression durch einen
stabilen Knockdown vermindert wurde. Jedoch war in diesem Fall die Apoptose der
dominante Zelltod-Mechanismus. MNNG und TMZ induzieren tber die O®-MeG-Lé&sion
in verschiedenen Zellsystemen vorwiegend Apoptose. Dies wurde zum Beispiel fr
maligne Melanom-Zellen (Naumann et al., 2009), menschliche Lymphozyten (Roos et
al., 2004), Glioblastom-Zellen (Roos et al., 2007) und auch fir Hamster-Zellen (Ochs
and Kaina, 2000) gezeigt. Im Gegensatz dazu wurde bislang noch keine Induktion von
Nekrose durch die O°-MeG-L&sion beschrieben. Daher waren die erhaltenen Befunde

dieser Arbeit sehr Uberraschend und wurden im Detail untersucht.

Die Induktion von Nekrose wird oft in Verbindung gebracht mit der Hyperaktivierung
von PARP1, die durch massiven DNA-Schaden oder durch eine Beeintrachtigung des
BER-Systems induziert werden kann (siehe Kapitel 1.3.1.). In diesem Fall verlauft
deren Induktion Uber eine NAD- und ATP-Depletion. Wie oben bereits diskutiert wurde,
ist die gesamte Toxizitat und damit auch die Induktion der Nekrose in den NBN- und
ATM-defizienten Zellen fast ausschlieRlich auf die O°-MeG-Lasion zuriickzufiihren, da
MGMT die Zellen vor der Induktion der Toxizitat schitzt. Daher ist die Frage berechtigt,
ob die 0°MeG-Lasion in den NBN- und ATM-mutierten Zellen eine PARPI1-
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Hyperaktivierung verursacht. Aus diesem Grund wurde die Bildung von PAR, anhand
derer auf eine Aktivierung von PARP1 geschlossen werden kann, in den Fibroblasten
untersucht. Wahrend im Wildtyp und in den NBN- und ATM-defizienten Zelllinien nach
Behandlung mit H,O, eine starke Bildung von PAR im Nukleus detektiert wurde, konnte
nach MNNG-Behandlung zu keinem der untersuchten Zeitpunkte eine PAR-Formation
beobachtet werden. Daher ist davon auszugehen, dass nach Behandlung mit MNNG in
den Fibroblasten-Zelllinien keine Hyperaktivierung von PARP1 stattfindet und somit die

hohe Nekrose-Rate in den mutierten Zelllinien PARP1-unabhangig induziert wird.

Dies wurde in den NBN-defizienten lymphoblastoiden Zellen verifiziert. Da die
lymphoblastoiden Zellen in Suspension wachsen und daher die Immunfluoreszenz-
Farbung nur schwierig durchzufuhren ist, wurde hier jedoch eine andere Strategie
verwendet, wobei durch Verwendung von DPQ parallel zur MNNG-Behandlung eine
Inhibition von PARP1 durchgefiuhrt wurde. Trotz Inhibition von PARP1 zeigte die NBN-
defiziente Zelllinie keine Verminderung der hohen Nekrose-Induktion nach MNNG-
Behandlung. Daher kann auch in diesem Fall geschlussfolgert werden kann, dass die
Nekrose-Induktion PARP1-unabhéngig stattfindet.

Da das Absinken des ATP-Gehalts ein klassisches Charakteristikum wéhrend der
Nekrose-Induktion darstellt (siehe Kapitel 1.3.1.), wurde der relative ATP-Gehalt in den
Fibroblasten-Zelllinien nach MNNG-Behandlung analysiert. Hier konnte ein starkes
Absinken der ATP-Menge nach MNNG-Behandlung in den NBN- und ATM-defizienten
Zelllinien nachgewiesen werden. In der Wildtyp-Zelllinie zeigte sich hingegen nur ein
geringer Abfall des ATP-Gehalts. Es ist daher nahe liegend zu schlussfolgern, dass die
Nekrose-Induktion in den defizienten Fibroblasten-Zelllinien durch eine PARP1-

unabhangige ATP-Depletion verursacht wird.

Eine wichtige Fragestellung, welche sich aus den oben diskutierten Befunden ergibt, ist
die Frage nach der Ursache fir die beobachtete ATP-Depletion. Aus diesem Grund
wurde die Phosphorylierung der AMP-Kinase in menschlichen Fibroblasten mittels
Western-Blot-Analyse untersucht. Die AMP-Kinase ist ein wichtiger zellularer
Energiesensor (Hardie et al., 2003). Sie wird durch Phosphorylierung aktiviert, wenn
das Verhéaltnis von zellularem ATP zu AMP absinkt und stimuliert dann ATP-
produzierende katabolische Prozesse in der Zelle, so dass vermehrt ATP bereitgestellt
wird. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die AMP-Kinase nach Aktivierung pro-

apoptotisch wirkt. So verstarkt sie zum Beispiel in Glioblastom-Zellen apoptotische
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Signhale nach TMZ-Behandlung, unter anderem durch die Inhibition des mTOR

(Mammalian target of rapamycin)-Signalweges (Zhang et al., 2010).

In der vorliegenden Arbeit wurde nach MNNG-Behandlung in den Wildtyp-Fibroblasten
eine starke Phosphorylierung der AMP-Kinase beobachtet. Diese war in der NBN-
defizienten Zelllinie Uberhaupt nicht und in der ATM-mutierten Zelllinie nur sehr
schwach zu beobachten. Daher kann vermutet werden, dass die Depletion der ATP-
Menge und die damit verbundene Nekrose-Induktion in den beiden mutierten Zelllinien
durch das Ausbleiben einer effektiven AMP-Kinase-Aktivierung bedingt wird (Abb. 33).
Hierbei ist zu beachten, dass die inaktive AMP-Kinase nicht direkt fur die ATP-
Depletion verantwortlich sein sollte. Es kann vielmehr davon ausgegangen werden,
dass die Behandlung mit den Alkylanzien zu einer Verminderung der ATP-Menge fuhrt,
die durch die fehlende Aktivierung der AMP-Kinase in den NBN- und ATM-mutierten

Zellen nicht ausgeglichen wird.

Verstarkt wird die These zur Nekrose-Induktion durch eine Studie, in der ebenfalls eine
Regulation der Nekrose durch die AMP-Kinase postuliert wird (Saberi et al., 2008). Hier
wurde unter anderem gezeigt, dass die H,O,-induzierte Nekrose durch die Zugabe des
AMP-Kinase-Aktivators Metformin reduziert werden kann. Dieser experimentelle
Ansatz wurde auch in der vorliegenden Studie fiir den Fall der Fibroblasten gewahlt.
Dabei war in der Wildtyp-Zelllinie durch die Zugabe von Metformin keine Beeinflussung
der MNNG-induzierten Nekrose zu beobachten. Im Gegensatz dazu zeigte die ATM-
mutierte Zelllinie nach MNNG-Behandlung und gleichzeitiger Aktivierung der AMP-
Kinase durch Metformin eine signifikante Verringerung der Nekrose-Frequenz
verglichen zur MNNG-Einzelbehandlung. Gleichzeitig war die Induktion der MNNG-
induzierten Apoptose entsprechend erhéht, wenn die Zellen mit Metformin co-
behandelt wurden, so dass der induzierte Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose)
durch die Metformin-Zugabe nicht beeinflusst wurde. Somit war in der ATM-mutierten
Fibroblasten-Zelllinie eine Beeinflussung der MNNG-induzierten Nekrose-Rate durch

die Modulation der AMP-Kinase mdglich.

Diese Daten filhren zu der Annahme, dass nach Behandlung mit alkylierenden
Agenzien funktionelles und aktives ATM-Protein in den Fibroblasten-Zellen notwendig
ist, um eine effektive AMP-Kinase-Phosphorylierung zu gewahrleisten. Diese
Hypothese wird nicht nur durch die Daten der ATM-mutierten Zelllinie belegt, sondern

auch durch die Ergebnisse, welche mit der NBN-defizienten Zelllinie erzielt wurden.
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Hier konnte in einer Western-Blot-Analyse gezeigt werden, dass CHK2 nach 10 uM
MNNG-Behandlung nur sehr schwach phosphoryliert wurde (Abb. 44 im Anhang).
Daraus ist zu schlieen, dass auch ATM nur marginal aktiviert wurde. Daher ist die
Situation in den NBN-defizienten Zellen der Situation in den ATM-mutierten Zellen sehr

ahnlich.

Jedoch ist das Zusammenspiel von ATM und der AMP-Kinase, das zu einer ATM-
abhangigen Phosphorylierung der AMP-Kinase fiihrt, noch weitestgehend unklar. Eine
wichtige Proteinkinase, welche die AMP-Kinase am Thr-172 phosphorylieren kann, ist
LKB1 (Liver kinase B1) (Shaw et al., 2004). Beziglich dieser Kinase sind mehrfach
Wechselwirkungen mit ATM beschrieben worden. So induziert beispielsweise IR die
Phosphorylierung von LKB1 in Abhangigkeit von ATM (Sapkota et al., 2002). In diesem
Zusammenhang wurde im ATM-Protein eine Interaktionsdoméne fir DNA-Schaden-
induzierte Wechselwirkungen zwischen ATM und entsprechenden Zielproteinen
identifiziert (Fernandes et al., 2005). Deren Fehlen fihrt zum Aufheben von
Interaktionen zwischen ATM und LKB1. Beide Studien zeigen, dass es eine
Verbindung zwischen ATM und LKB1 gibt. Weiterhin wurde gezeigt, dass ROS ATM-
abhéngig eine LKB1-vermittelte AMP-Kinase-Phosphorylierung im Zytoplasma
induzieren, deren Konsequenz die Hemmung von mTOR und die Induktion von
Autophagie sind (Alexander et al., 2010). Daher ist es denkbar, dass auch in den hier
beschriebenen Untersuchungen in Fibroblasten-Zelllinien die Phosphorylierung der
AMP-Kinase durch LKB1 in Abhéngigkeit von ATM erfolgt.

Es gibt jedoch auch Veroffentlichungen, die eine ATM-abhangige AMP-Kinase-
Phosphorylierung aufzeigen, welche unabhdngig von LKB1 verlauft. Beispielsweise
induziert IR die AMP-Kinase. Dies geschieht unabhéngig von LKB1, jedoch in
Abhangigkeit von ATM (Sanli et al., 2010). Gleiches gilt fur die 5-Aminoimidazol-4-
Carboxamid-Ribonucleotid (AICAR)- (Sun et al., 2007) bzw. fur die IGF1 (Insulin-
like growth factor 1)-vermittelte (Suzuki et al., 2004) Phosphorylierung der AMP-
Kinase, so dass in beiden Studien ATM als direkte Kinase der AMP-Kinase
vorgeschlagen wird. Diese Daten weisen darauf hin, dass auch eine ATM-abhangige,
aber LKB1l-unabhangige, AMP-Kinase-Phosphorylierung in den untersuchten
Fibroblasten-Zelllinien denkbar ist. Der genaue molekulare Mechanismus der ATM-
bedingten AMP-Kinase-Aktivierung muss jedoch noch in weiteren Untersuchungen

aufgeklart werden.
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Da die Nekrose in den NBN- und ATM-mutierten Zellen durch einen spezifischen
Stimulus (der O®-MeG-Lasion) induziert wird und da davon ausgegangen werden kann,
dass neben der Regulation durch die AMP-Kinase weitere nachfolgende Signalwege
zur Exekution der Nekrose fiihren, kann auch in diesen Fall von der ,programmierten
Nekrose* gesprochen werden. Jedoch sind zum jetzigen Zeitpunkt die zugrunde
liegenden Signalwege sowie die Frage, ob die hier vorliegende ,programmierte
Nekrose* als ,Nekroptose” bezeichnet werden kann, nicht geklart. Wie in Abb. 33
zusammengefasst ist, kann das Absinken der ATP-Menge verschiedene Signalwege
induzieren (siehe auch Abb. 5 in Kap. 1.3.2.). Mdglicherweise verursacht der ATP-
Mangel einen Anstieg der intrazelluldaren Ca**-Konzentration. Dieser kann einen
Anstieg der mitochondrialen  Ca*-Konzentration und nachfolgend die
Permeabilisierung der Mitochondrien (MPT) induzieren. Die erhohte intrazellulare Ca?*-
Konzentration kann aber auch die Aktivierung von Calpain und damit die
Permeabilisierung der Lysosomen (LMP) verursachen. Weiterhin fuhrt die ATP-
Depletion auch zu einer Aktivierung von RIP1, welche dann Uber die Aktivierung der
JNK ebenfalls MPT bedingen kann.

Um zu ermitteln, welcher dieser Signalwege an der Ausfilhrung der Nekrose in den
NBN- und ATM-mutierten Zelllinien beteiligt ist, muissen geeignete Experimente
durchgefuhrt werden. Eine Strategie fur diese Untersuchungen ist zum Beispiel der
Einsatz verschiedener Inhibitoren. So kann die MPT durch den Einsatz von
Cyclosporin A blockiert werden (Javadov and Karmazyn, 2007). Weiterhin existieren
verschiedene Inhibitoren von Calpain, mit denen eine Beeinflussung der LMP mdglich
sein sollte. Hierzu z&hlt zum Beispiel der Peptid-Inhibitor Calpastatin (Maki et al.,
1989).
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Alkylierendes Agens (z.B. TMZ)
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Abb. 33 Model zur O°-MeG-induzierten Apoptose - und Nekrose -Regulation . Vereinfachte
Darstellung des vorgeschlagenen Signalwegs. Weitestgehend unklar sind die Verbindung
zwischen ATM und der AMP-Kinase sowie der Signalweg, Uber welchen die Nekrose

ausgefihrt wird.

Wie in Kapitel 5.2. diskutiert wurde, wurde im Fall der menschlichen Fibroblasten eine
Reihe von Gentoxinen eingesetzt und die Sensitivitdt der entsprechenden Zelllinien

bestimmt. In diesem Zusammenhang wurden auch die Apoptose- und die Nekrose-
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Raten analysiert. Dabei dominierte im Wildtyp und in der NBN-mutierten Zelllinie
abhangig vom verwendeten Agens entweder die Induktion der Apoptose oder der
Nekrose. In der ATM-mutierten Zelllinie wurde dagegen unabhangig vom Gentoxin in
allen Fallen (mit der Ausnahme von MMS, hier war der Unterschied nicht signifikant)
signifikant mehr Nekrose als Apoptose induziert. Somit zeigten beide mutierten
Zelllinien nach Behandlung mit den verschiedenen Gentoxinen (TMZ, MMS, IR, UVC,
TPT, ETO und HACDT) im Gegensatz zur Situation nach MNNG-Behandlung,
verschiedene Phanotypen. Uber welche Mechanismen die hohe Nekrose-Induktion in
den ATM-defizienten Zellen im Einzelnen verlauft, ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht

bekannt und musste im Detail untersucht werden.

5.4. Hat die hohe Nekrose-Rate in den NBN- und ATM- mutierten

Zellen in der Tumortherapie eine Bedeutung?

Das priméare Ziel der Chemo-, aber auch der Strahlentherapien, die im Kampf gegen
verschiedene Tumore eingesetzt werden, ist die selektive Induktion von Apoptose in
den Tumorzellen. In diesem Fall kommt es nur begrenzt zu einer Stimulation des
Immunsystems und dementsprechend nicht zum Auftreten von Entziindungsreaktionen
(siehe Kapitel 1.3.1.). Im Gegensatz dazu stimulieren nekrotische Zellen das
Immunsystem sehr stark (siehe Kapitel 1.3.2.). Somit kann angenommen werden, dass
entsprechende Tumorzellen, die Mutationen im NBN- oder ATM-Gen tragen und nach
Behandlung mit methylierenden Agenzien vermehrt durch Nekrose sterben,
Entzindungsreaktionen im umliegenden Gewebe hervorrufen. Aus diesem Grund ist
moglicherweise eine Chemo- oder Strahlentherapie mit groReren Nebenwirkungen

verbunden, die insbesondere durch auftretende Entziindungen ausgeltst werden.

Ein weiterer wichtiger Aspekt in diesem Zusammenhang ist, ob diese Stimulation des
Immunsystems, welche durch die Nekrose-Induktion in den Tumorzellen ausgelost
wird, jedoch auch férderlich fur die Tumortherapie ist. Verschiedene Arbeiten zeigen,
dass die Wirksamkeit der Chemotherapie nicht ausschlieBlich von der toxischen
Wirkung des Chemotherapeutikums abhangt, sondern ebenfalls durch eine Stimulation
des Immunsystems, ausgeldst durch sterbende Tumorzellen, positiv beeinflusst

werden kann.
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Induzieren sterbende Tumorzellen eine Stimulation des Immunsystems spricht man
von einem immunogenen Zelltod. Dieser kann durch verschiedene Zytostatika
verursacht werden. Beispielsweise induziert DOX in Darmkrebszellen eine
immunogene Form der Apoptose, so dass nach der Transplantation entsprechender
Tumore die DOX-induzierte Tumorregression in immunkompetenten Mausen starker ist
als in immundefizienten Versuchstieren (Casares et al., 2005). Ahnliche Befunde
wurden bei Brusttumoren beobachtet, welche nach der Transplantation in
Versuchsméause mit verschiedenen Chemotherapeutika behandelt wurden (Apetoh et
al., 2007). Auch in diesem Fall leistet die Stimulation des Immunsystems einen Beitrag
zur Tumorregression. Die Stimulation ist hierbei abhangig von einer Aktivierung des
TLRA4 (Toll-like receptor 4) durch das HMGB1-Protein. Analog zu den Befunden in den
Versuchstieren zeigen Patientinnen mit Brusttumoren eine erhdhte Frequenz an
wiederkehrenden Metastasen, wenn sie eine Mutation im TLR4 tragen. Weiterhin
korreliert der Erfolg der Therapie von Ovarialkarzinomen durch CDDP-Behandlung mit

dem Auftreten von potenten T-Zell-Antworten (Coleman et al., 2005).

Diese Beispiele zeigen, dass die Sensibilisierung des Immunsystems gegen die
entsprechenden Tumore durch absterbende Tumorzellen einen positiven Einfluss auf
die Therapie besitzt. Daher wird angenommen, dass die Nekrose-Induktion in
Tumorzellen ebenfalls die Therapie positiv beeinflusst, da in diesem Fall das
Immunsystem stark aktiviert wird (Proskuryakov and Gabai, 2010). Verdeutlicht wird
dies zum Beispiel durch die massive Freilassung des HMGB1-Proteins in die
Umgebung wahrend der Nekrose (siehe Kapitel 1.3.2.). Wie die oben beschriebene
Arbeit zeigt, ist dieses Protein fur die Sensibilisierung des Immunsystems gegen den
Tumor von groRer Bedeutung. Diese Uberlegungen filhren zu der Konsequenz, dass
im Rahmen der auf TMZ-basierenden Chemotherapie die Regression von Tumoren,
welche NBN- oder ATM-Mutationen tragen, durch eine verstarkte Immunantwort
gesteigert sein sollte. Dies ist neben der erh6hten Sensitivitdt gegentber einer Vielzahl
von Chemotherapeutika ein weiterer wichtiger Aspekt, der die Prognose der Therapie

positiv begtinstigen sollte.

AbschlieBend ist zu sagen, dass in neuen Konzepten der Tumortherapie die
Sensibilisierung des Immunsystems gegen entsprechende Tumore eine wichtige Rolle
einnimmt (Ullrich et al.,, 2008). So wird beispielsweise postuliert, dass zur
Verbesserung des Therapieerfolgs das operative Entfernen des Tumors sowie die

Strahlen- beziehungsweise Chemotherapie generell von einer Stimulation des
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Immunsystems begleitet werden sollte. Weiterhin wird im Zusammenhang mit der
Chemotherapie eine Kombination der zytotoxischen Wirkung der Zytostatika mit einer
begleitenden Stimulation des Immunsystems durch Immunstimulanzien vorgeschlagen.
Durch die immer wichtiger werdende Rolle der Immunantwort wéahrend der
Tumortherapie und durch die Entdeckung der verschiedenen Signalwege der
-programmierten Nekrose®, verbunden mit der Moglichkeit, diese durch spezifische
Stimuli zu induzieren, wird auch die gezielte Induktion der Nekrose wéhrend der

Chemo- beziehungsweise Strahlentherapie an Bedeutung gewinnen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss der DNA-Reparaturenzyme NBN (alias
NBS-1), ATM und ATR, die wichtige Funktionen wahrend der Reparatur von DSBs
besitzen, auf die Alkylanzien-induzierte Toxizitat untersucht. Dabei konnte mit dem
WST-1-Assay und der Annexin V/PI-Methode gezeigt werden, dass verschiedene
menschliche Fibroblasten und lymphoblastoide Zelllinien, welche eine homozygote
Mutation in einem dieser drei Gene aufweisen, eine erhdhte Sensitivitdt gegentber
dem Mutagen MNNG und dem Chemotherapeutikum TMZ zeigen. In malignen
Melanom-Zellen konnte dieser Befund durch einen stabilen NBN-Knockdown bestatigt
werden, wobei eine Korrelation zwischen residualer NBN-Expression und induziertem
Zelltod beobachtet wurde. Da das DNA-Reparaturenzym MGMT die Zellen vor der
Induktion des Zelltods schitzt, kann geschlussfolgert werden, dass die
Hypersensitivitdt der mutierten Zelllinien gegeniber MNNG und TMZ in allen
untersuchten Beispielen auf die O°-MeG-Lasion zuriickzufiihren ist. Die so genannten

N-Alkylierungen spielen dabei eine untergeordnete Rolle.

Wie mit einem BER-Aktivitatstest und dem alkalischen Comet-Assay gezeigt werden
konnte, fihren Mutationen von NBN oder ATM in menschlichen Fibroblasten nicht zu
einer verminderten Kapazitat der BER. Somit ist die erh6hte Sensitivitat der mutierten
Zellen sehr wahrscheinlich auf eine verminderte Reparatur der DSBs zurtickzufihren,
welche als Sekundarschéaden durch die O°-MeG-Lasion induziert werden. Damit konnte
in dieser Studie NBN, ATM und ATR als neue Faktoren in der Abwehr gegen
Alkylanzien-induzierte Toxizitat identifiziert werden. Dies ist von grofRer Kklinischer
Bedeutung, da einerseits die drei Proteine als therapeutisches Angriffsziel Bedeutung
gewinnen und andererseits verschiedene Tumore, welche in der Klinik routineméaRig
mit alkylierenden Agenzien behandelt werden, Mutationen in diesen Genen tragen. Da
zusatzlich gezeigt wurde, dass die NBN- und ATM-defizienten Fibroblasten
hypersensitiv gegenuber einer Reihe von Zytostatika reagieren, kann diese These auf

eine Vielzahl von Tumoren ausgedehnt werden.

Ein wichtiger Aspekt der vorliegenden Arbeit war die Beobachtung, dass NBN- und
ATM-defiziente Zelllinien nach Behandlung mit methylierenden Agenzien eine sehr
hohe Nekrose-Rate aufweisen. MNNG und TMZ induzieren in verschiedenen

Zellsystemen (iber die O°-MeG-Lasion iiberwiegend Apoptose und bislang ist keine
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Induktion von Nekrose nach Behandlung mit diesen Gentoxinen beschrieben. Daher

wurde die Nekrose-Induktion detailliert untersucht.

Mittels Immunfluoreszenz-Farbungen und durch die Verwendung eines Inhibitors von
PARP1 (DPQ) konnte gezeigt werden, dass die hohe Nekrose-Rate in den NBN- bzw.
ATM-defizienten Fibroblasten sowie in den NBN-mutierten lymphoblastoiden Zellen
unabhangig von einer PARP1-Aktivierung induziert wird. Dennoch wurde im ATP-Test
in den NBN- und ATM-mutierten Fibroblasten-Zelllinien im Gegensatz zum Wildtyp
eine sehr starke Verminderung der ATP-Menge nach MNNG-Behandlung beobachtet.
Diese wird durch das Fehlen einer effektiven Aktivierung der AMP-Kinase in beiden
Zelllinien verursacht. Somit kann angenommen werden, dass die hohe Nekrose-Rate
in den NBN- und ATM-defizienten Fibroblasten auf eine PARP1-unabhéngige ATP-
Depletion zurtickzufiihren ist, welche durch die nicht ausreichende AMP-Kinase-
Aktivierung in diesen Zellen bedingt wird. Erhartet wird diese These durch die
Verwendung des AMP-Kinase-Aktivators Metformin, durch den eine Modulation der
AMP-Kinase-Aktivitat moglich wurde. Er bewirkte, dass die MNNG-induzierte Nekrose-
Rate in der ATM-mutierten Zelllinie reduziert werden konnte, wahrend die Induktion der

Apoptose verstarkt wurde.

Die erhaltenen Untersuchungsergebnisse konnten NBN und ATM als Faktoren des
zellularen Schutzes gerichtet gegen die Induktion der ,programmierten Nekrose®
identifizieren. Die Aktivierung von NBN und ATM ist in menschlichen Zellen offenbar
notig, um nach MNNG-Behandlung eine ausreichende Phosphorylierung der AMP-
Kinase zu gewdhrleisten, damit die zellulare ATP-Menge nach Behandlung mit MNNG
stabil bleibt. In diesem Zusammenhang muss jedoch die Verbindung zwischen ATM
und der AMP-Kinase im Detail untersucht werden. Neben einer direkten Interaktion
beider Proteine kommt hierbei LKB1 eine mégliche Rolle zu. Diese Kinase kdnnte fir
die AMP-Kinase-Phosphorylierung verantwortlich sein. Einerseits ist bekannt, dass sie
effektiv die AMP-Kinase phosphoryliert, andererseits wurde beschrieben, dass LKB1

durch ATM aktiviert werden kann.

Die Beobachtung, dass NBN- und ATM-defiziente Zellen nach Behandlung mit
methylierenden Agenzien vermehrt durch den nekrotischen Zelltod sterben, ist
ebenfalls von klinischer Bedeutung. Tragen Tumorzellen von Tumoren, welche mit
methylierenden Agenzien behandelt werden, Mutationen in einem dieser Gene, so

muss mit einer vermehrten Induktion von Nekrose in den entsprechenden Tumorzellen
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und daher mit einer Stimulation des Immunsystems wahrend der Chemotherapie
gerechnet werden. Dies ware einerseits mit erhdhten Nebenwirkungen, die sich
insbesondere durch Entziindungsreaktionen auf3ern, verbunden. Andererseits zeigen
verschiedene Arbeiten, dass die Stimulation des Immunsystems durch sterbende
Tumorzellen wahrend der Chemotherapie die Tumorregression positiv beeinflussen
kann.

155






Anhang

Anhang
A 601 - GM637 wt B 601 - GM637 wt
F NBS-1LBI NBN mt -+ NBS-1LBI NBN mt
. ~O- ATs4 ATM mt foaiad . ~O- ATs4 ATM mt
98 50 98 50 **
3 g
% 40 .k g— 40
g 8 Kkk
o o
<C 30 <C 301
) ]
(] (]
‘N 20 ‘N 20
=) =}
© T
£ £
10 101
0 5 10 15 0 5 10 15
MNNG (uM) MNNG (uM)
C 601 M GM637 wt D 601 M- GM637 wt
{F NBS-1LBI NBN mt *kk 1 NBS-1LBI NBN mt
-~ ATs4 ATM mt i ~O- ATs4 ATM mt
E’\_c, Q\c, *%k%* PRI
(] (]
2 2 401
s k7 *%
2 2
@ @ 30
8 k5
5 § 204
e} e}
£ £
104
0 5 10 15 0 5 10 15
MNNG (uM) MNNG (uM)
E  100{ 4 GM637 wt F  100{ -m GM637wt
- NBS-1LBI NBN mt L NBS-1LBI NBN mt o
- ATs4 ATM mt . o - ATs4 ATM mt ok
é’/ 1 %% *kk 9% 80
=} =}
S S *x
T T 604
N N
g g
ko) T 401
N N
p=} =}
e} e}
£ £
20
0 5 10 15 0 5 10 15
MNNG (uM) MNNG (M)

Abb. 34 Analyse der Toxizitdt mit der Annexin
Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS-1LBI und ATs4 96
mit MNNG in verschiedenen Konzentrationen.

V/PI-Methode

und 120 Std. nach Behandlung

Die P-Werte beziehen sich jeweils auf die

in den menschlich en

Kontrollzelllinie GM637: *, P < 0,05; **, P < 0,005; ***, P < 0,001 A) Induzierte Apoptose 96 Std.
nach Behandlung. B) Induzierte Apoptose 120 Std. nach Behandlung. C) Induzierte Nekrose
96 Std. nach Behandlung. D) Induzierte Nekrose 120 Std. nach Behandlung. E) Induzierter
Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) 96 Std. nach Behandlung. F) Induzierter Zelltod
(Summe aus Apoptose und Nekrose) 120 Std. nach Behandlung.
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Abb. 35 Analyse der Toxizitdt mit der Annexin  V/PIl-Methode

Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS-1LBI und ATs4 96

Nekrose. C) Induzierter Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose).
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in den menschlichen
Std. nach Behandlung mit TMZ in
verschiedenen Konzentrationen.  Die P-Werte beziehen sich jeweils auf die Kontrollzelllinie
GM637: *, P<0,05; **, P<0,005 ** P<0,001 A) Induzierte Apoptose. B) Induzierte
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Abb. 36 Einfluss der AMP -Kinase -Phosphorylierung auf die MNNG -induzierte Toxizitat in
NBS-1LBI-Zellen. A) Untersuchung der AMP-Kinase-Phosphorylierung (pAMP-Kinase) 24 Std.
nach Behandlung mit 5 mM Metformin mittels Western-Blot-Untersuchung. Zur Kontrolle der
Beladung wurde die ERK2-Expression bestimmt. B) Analyse der Toxizitat mit der Annexin V/PI-
Methode 72 Std. nach 10 uM MNNG-Behandlung in Ab- bzw. Anwesenheit des AMP-Kinase-
Aktivators Metformin (5 mM alle 24 Std. beginnend ab der MNNG-Behandlung). Die
Bestimmung des Zelltods erfolgte durch Summation der Apoptose- und Nekrose-Fraktion.
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Abb. 37 Analyse der To xizitat mit der Annexin V/PI-Methode in den menschlichen
Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS-1LBI und ATs4 72  Std. nach Exposition zu IR und

UVC in verschiedenen Dosen. Die P-Werte beziehen sich jeweils auf die Kontrollzelllinie
GM637: *, P <0,05; **, P <0,005; ** P <0,001 A) Induzierte Apoptose nach IR-Exposition.
B) Induzierte Apoptose nach UVC-Exposition. C) Induzierte Nekrose nach IR-Exposition.
D) Induzierte Nekrose nach UVC-Exposition. E) Induzierter Zelltod (Summe aus Apoptose und

Nekrose) nach IR-Exposition. F) Induzierter Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) nach
UVC-Exposition.
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Abb. 38 Analyse der Toxizitdt mit der Annexin  V/PI-Methode in den menschlichen
Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS-1LBI und ATs4 72  Std. nach Behandlung mit ETO
und TPT in verschiedenen Konzentrationen. Die P-Werte beziehen sich jeweils auf die
Kontrollzelllinie GM637: *, P < 0,05; **, P < 0,005; ***, P < 0,001 A) Induzierte Apoptose nach
Behandlung mit ETO. B) Induzierte Apoptose nach Behandlung mit TPT. C) Induzierte Nekrose
nach Behandlung mit ETO. D) Induzierte Nekrose nach Behandlung mit TPT. E) Induzierter
Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) nach Behandlung mit ETO. F) Induzierter Zelltod
(Summe aus Apoptose und Nekrose) nach Behandlung mit TPT.
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Abb. 39 Analyse der Toxizitdt mit der Annexin V/PI-Methode in den menschlichen
Fibroblasten-Zelllinien GM637, NBS-1LBI und ATs4 72  Std. nach Behandlung mit MMS in
verschiedenen Konzentrationen und mit 1 ng/ml HAICDT . Die P-Werte beziehen sich
jeweils auf die Kontrollzelllinie GM637: *, P < 0,05; **, P < 0,005; *** P < 0,001 A) Induzierte
Apoptose nach Behandlung mit MMS. B) Induzierte Apoptose nach Behandlung mit HACDT.
C) Induzierte Nekrose nach Behandlung mit MMS. D) Induzierte Nekrose nach Behandlung mit
HACDT. E) Induzierter Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) nach Behandlung mit
MMS. F) Induzierter Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) nach Behandlung mit
HdCDT.
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Abb. 40 Analyse der Toxizitdt mit der Annexin

V/PI-Methode in den lymphoblastoiden
Zelllinien 95P466 und 94P247 24 und 48 Std.

nach Be handlung mit MNNG

verschiedenen Konzentrationen. *, P <0,05; **, P <0,005 A) Induzierte Apoptose 24 Std.
nach Behandlung. B) Induzierte Apoptose 48 Std. nach Behandlung. C) Induzierte Nekrose
24 Std. nach Behandlung. D) Induzierte Nekrose 48 Std. nach Behandlung. E) Induzierter
Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose) 24 Std. nach Behandlung. F) Induzierter Zelltod
(Summe aus Apoptose und Nekrose) 48 Std. nach Behandlung.
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Abb. 41 Analyse der Toxizitat mit der A nnexin V/PI-Methode in den lymphoblastoiden
Zelllinien 95P466 und 94P126 72 Std. nach Behandlun g mit MNNG in verschiedenen
Konzentrationen. *, P <0,05; **, P<0,005; ** P<0,001 A) Induzierte Apoptose.
B) Induzierte Nekrose. C) Induzierter Zelltod (Summe aus Apoptose und Nekrose).
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Abb. 42 Bestimmung der MGMT -Expression in der Melanom -Zelllinie DO3 nach stabilem
NBN-Knockdown mittels Western-Blot-Analyse. Untersucht wurde die nicht-transfizierte
Zelllinie und 3 Klone (D03 siNBN 1, D03 siNBN 13 und D03 siNBN 19) mit NBN-Knockdown.

Zur Kontrolle der Beladung wurde die ERK2-Expression bestimmt. HeLa S3 diente als Positiv-,
HelLa MR als Negativkontrolle.
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Annexin V-Intensitat

Abb. 43 Bestimmun g der basalen Apoptose - und Nekrose -Rate in D03 siNBN 19-Zellen
mittels Annexin V/PI-Doppelfarbung. Abgebildet ist ein Dichte-Diagramm mit einer
reprasentativen Verteilung der lebenden, apoptotischen und nekrotischen Zellpopulation von
unbehandelten Zellen. Prozentwerte der apoptotischen und nekrotischen Fraktionen sind im

Diagramm angegeben.
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Abb. 44 Untersuchung der CHK2-Phosphorylierung (pC HK2) zu verschiedenen
Zeitpunkten nach 10 yM MNNG-Behandlung in den mensc  hlichen Fibroblasten-Zelllinien
GM637, NBS-1LBI und ATs4 mittels Western-Blot-Analy se. Zur Kontrolle der Beladung

wurde die ERK2-Expression bestimmt.
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