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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Mitogen-aktivierte-Protein Kinasen (MAPK)

Die Mitogen-aktivierte-Protein Kinase Superfami(ldAPK) setzt sich aus drei

Gruppen zusammen:

- extrazellular regulierte Kinasen (ERK), wie ERK-ERK-2; ERK-3/4 und
ERK-5

- c-Jun-N-terminalen Kinasen (SAPK/JNK), wie SAPK/JNR und 3

- p38 MAP-Kinasen mit den Unterformenf, y unds

Die MAPK

Signaltransduktionsnetzwerk an. Sie sind dafur nerartlich, dass externe

Gesamtheit aller gehort einem intrazeltala

Stimuli durch eine Vielzahl an biologischen Proeesbeantwortet werden (Roux,
Blenis, 2004).

Stress, inflammatorische

Stress, inflammatorische Zytokine, Wachstumsfaktoren,

) Zytokine,
Wachstuinsfaktoren Mitogene Wachstumsfaktoren
MEKKA1 MEKK1 MEKK2 Raf MEKK2 MAPKKK/MEKK
MEKK2 MEKK2 MEKK3 MEKK3
MEKK3 MEKK3
i MEKKA4 / \ l l
] S
MKK?7 SEK MKK3 | MKK6 MKK1/2 MKK5 MAPKK/MEK
l (MKK4/JNKK) / / l l J
N \ H38-MAPKD a5 &5 |
SAPK/JNK1/ R38-MAEKD (ERK12 \ER7K5 ) | MAPK/MK

ATF-2 ATF-2 c-Fos keine
c-Jun c-Fos c-Myc/N-Myc Transkriptions-
c-Myc CHOP Elk-1 faktoren
Elk-1 Elk-1 Ets bekannt s
HSF-1 Ets-1 MEF2 Transkriptions-
NFATC1 Max NF-AT faktoren/
NFAT4 MEF2 Pax6 Zielsubstrate
SMAD4 Pax PPARy
Stat3 p53 Src-1
p53 Sap-1 Stat1/3
_ Stat1 / \Ial-1 Y,
' hd A
z.B.: Inflammation, Apoptose, Wachstum, Differenzierung, 2.B.: Wachstum, Differenzierung, biologische
Metastasierung J Effekte

Entwicklung

Abbildung 1: Schema des MAP-Kinase Signhalweges miten Substraten und
der biologischen Bedeutungnach Brozovic, Osmak, 207

Zellularer Stress, wie beispielsweise osmotischessS, reaktive Sauerstoffspezies
(ROS) oder auch inflammatorische Zytokine, als agehotoxische Noxen wie
UV-Strahlung und Alkylantien fiihren zu einer Akgwvung der SAPK/JNK
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(Kolbus et al., 2000; Herrlich et al., 1997; Zardeal., 1996; Seger und Krebs,
1995; Minden et al., 1994). Mitogene (Mitose anretge Proteine) und
Wachstumsfaktoren filhren zu einer Aktivierung ddRKE der ,extra cellular
regulated kinases".

Bei der SAPK/IJNK Aktivierung ist das zentrale Staeignis die
Rezeptoraktivierung an der &auf3eren Zellmembrans Diat zur Folge, dass
Adaptermolekile des Rezeptors rekrutiert und klei@IP-Proteine als
»rransmitter* aktiviert werden.

Als Folge treten eine Reihe von Phosphorylierungishden auf, die als Protein-
Kinase-Kaskaden bezeichnet werden. Die Kinase-Kiskeginnt dabei mit den
MAPKK Kinasen, kurz MAPKKK oder MEKKs, die die MAPKIinasen, kurz
MAPKK oder MEKSs aktivieren. Die MEKs phosphorylierelanach die MAPKs
(Hagemann, Blank, 2001). Die MAP Kinasen selbst ivaken durch
Phosphorylierung dann ihre spezifischen ZielsubstrBies sind beispielsweise
Proteine des Zytoskeletts, Transkriptionsfaktorem wandere Proteine, die an
verschiedenen Prozessen beteiligt sind. MAPK nehaben auch direkten Einfluss
auf die Expression vieler Gene, die fir Prozesse Aapoptose, Inflammation,
Wachstum und Differenzierung kodieren (siehe AQb. 1

1.1.1 Stresskinasen - SAPK/JNK

Die Stress-aktivierte Protein-Kinasen/c-Jun-N-teraen Kinasen (SAPK/JNK)
sind sogenannte Serin/Threonin Kinasen. Aktiviedrden sie durch zellularen
Stress unterschiedlichsten Ursprungs, was zur Ploogpeerung der amino-
terminalen Domane des Transkriptionsfaktors c-Juimnrtf Die Bedeutung der
SAPK/JNK im biologischen Sinne ist mannigfaltig uredcht von der Regulation
von Immunantworten, der Einflussnahme auf Zytokimeygression, Regulation
der mRNA Integritat, Zytoskelettstabilitat bis hizur Apoptose, dem
programmierten Zelltod.

Bisher sind drei Gene bekannt, die fur die versigmen Isoformen der JNK
kodieren. Diese sindnkl, jnk2 und jnk3. Diese drei Gene unterscheiden sich
bezuglich ihrer Expressiodnklundjnk2 werden ubiquitar exprimiert, was soviel
bedeutet, dass die Genprodukte uberall vorkommbrk3 wird allerdings
vorwiegend nur im Gehirn und in den Testis (Hoderprimiert (Yang et al.

1997). Des Weiteren gibt es zehn Spleissvariantesed JNK-Isoformen, welche
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sich wiederum in ihrer Substratspezifitat untersbdre (Gupta et al., 1996;
Widmann et al., 1999).

Die Funktionsweise aller Isoformen jedoch ist dteidNach ihrer Aktivierung
durch unterschiedlichste Stimuli translozieren 8&PK/IJNK in den Zellkern, um
dort mit ihren spezifischen Substraten zusammeeffetr und diese an
spezifischen Positionen zu phosphorylieren und tlamaktivieren. Diese sind: c-
Jun, JunB, JunD, sowie die Transkriptionsfaktorar-&2, NFAT4, p53, STATS3,
NFATc1 und Elk-1 (Roux & Blenis, 2004).

Wie bereits oben erwahnt wurde, findet die Aktiuiey der SAPK/IJNK durch
Phosphorylierung statt. Wichtig ist hierzu, dass biken zehn SAPK/JNK-
Isoformen das Aminosauresequenzmotiv Thr-Pro-Ty¥P{Y) konserviert ist.
Somit kann die Phosphorylierung am Threonin 183 wrd Tyrosin 185
stattfinden. Verantwortlich fir die Phosphoryliegursind zwei verschiedene
MAPKKSs, zum einen der MKK4/SEK1 (Sanchez et al. 499nd zum anderen der
MKK7 (Tournier et al., 1997; Wu et al., 1997). DiKatalyse beider
Phosphorylierungen erfolgt dabei synergistisch, evalle SEK1 Tyrosinreste und
die MKK7 Threoninreste bevorzugt (Fleming et ab0@; Lisnock et al., 2000).
Die Phosphorylierung beider Reste ist jedoch nict@versibel. Eine im Kern
befindliche MAP-Kinase Phosphatase (MKP-1) ist &r dlage die SAPK/JNK
wieder zu dephosphorylieren. Aktiviert wird die MKPebenfalls nach DNA-
Schadigung wie beispielsweise durch UV-C oder Mathethylsulfonat (MMS).
Die MKP-1 ist somit auch Aktivitatsregulator derdanen Kinasen (Liu et al.
1995).

Neben den bereits genanten Kinasen sind weiterteiReobei der Aktivierung der
SAPK/JINK beteiligt, insbesondere die kleinen GTRdenden Proteine der Ras-
und Rho-Familie. Die Familie der Rho-Proteine isbei Ras homolog, entstammt
also dem gleichen Ursprung. Coso und Kollegen loiareits eine Beteiligung
der Rho-GTPasen Cdc42 und Rac an der AktivierumgsédK/INK nachweisen
(Coso et al., 1995; Minden et al. 1995). GTPasen®@dc42 und Rac binden dabei
in ihrer GTP-gebundenen und somit aktivierten Foam die p2l1 aktive
Serin/Threonin Kinase (PAK). Dadurch wird die Autagphorylierung der PAK
ausgelost, die ein wichtiges Bindeglied zwischen @&TPasen und den MAP-
Kinase-Kinasen SEK1 und MKK7 darstellt (Bagrodiaaki995 a & b; Manser et
al., 1995).
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Behandlungen von Zellen mit alkylierenden Agenzie@ MMS (Methyl-Methan-
Sulfonat) und MNNG Klethylnitronitrosoguanidin) fihrten zu einem Ansgtider
SAPK/JINK Phosphorylierungen (Wilhelm et al., 1999)ese Erkenntnisse stellen
die Grundlage der Uberlegung eines DNA-schadensafien Weges zur
Aktivierung von Stress-Kinasen dar. Andere DNA-stibénde Agenzien wie
Doxorubicin, Mitomycin C sowie Cisplatin (cDDP) dirbenfalls in der Lage, die
Aktivitat der SAPK/JNK zu induzieren (Sanchez-Peseal., 2000; Persons et al.,
1999; Kharbanda et al., 1995b). Auch der Einfluss nisierender Strahlung und
UV-C-Licht als Aktivatoren der SAPK/INK wurde beregezeigt (Shangary et al.,
2003; Chen et al., 1996; Liu et al.,, 1995). BezlglUV-Licht als auch IR
induzierter Aktivierung konnte eine Beteiligung dd&ho-GTPasen bereits
nachgewiesen werden (Gnad et al., 2000).

Mit Hilfe von Reparatur defekten, genauer Nuklediixizisionsreparatur (NER)
defekten Zellen, konnte eine Einflussnahme von Dbbkaden auf die
Aktivierung der SAPK/IJNK gezeigt werden. Reparatiefekte Zellen zeigen
aufgrund ihrer erhéhten Sensitivitat eine hoheresphorylierung der SAPK/IJNK
als Wildtypzellen (Bulmer & Zacal 2005). Die MMSeduzierte Aktivierung der
SAPK/INK verlauft in Abhangigkeit der Schadenserkergsproteine CSB und
DNA-PKcs (Fritz & Kaina 2006). Die genauen Mecham einer Genotoxin
induzierten Aktivierung sind bisher allerdings nooltht genau bekannt, sind
allerdings fur das Verstandnis einer Stress-Reaktitach DNA-Schaden

unerlasslich.

1.2 Rho-GTPasen und clostridiale Rho glucosylierende ™ine

1.2.1 Rho-GTPasen

Eine Vielzahl biologischer Prozesse findet unteteBigung von Rho-Proteinen
statt. Diese gehoren einer Uberfamilie, der sogetesn Ras-Superfamilie der
kleinen GTP-bindenden Proteine, an. HauptaufgaleerRtio-Proteine ist aber die
Organisation des Zytoskeletts, die Kontrolle delzygklus, sowie die Beteiligung
an Differenzierung und Apoptose (Fritz & Kaina 2000itz et al. 1994). Rho A
beispielsweise reguliert die Integrin-Komplexe, diEormation von Aktin-
Stressfasern, sowie die Kontraktion der glatten Rdlaur (Hirata 1992; Morii,
1992). Eine Hemmung von Rho fihrt in 3T3 Zellenemem Block der Zellen in
7



Einleitung

der G1-Phase des Zellzyklus (Yamamoto, 1993). Rhardanisiert ebenfalls die
Formation von Aktin-Stressfasern, wird aber im \feigh zu Rho A nicht
konstitutiv  exprimiert. Rac, ein weiteres Rho-Pnote reguliert die
Aktinpolymerisation fur die Bildung sogenannter Lelhpodien. Cdc42 fordert die
Bildung von Filopodien (Kozma et al., 1995; Ridley al. 1992). Alle hier
genannten GTPasen regulieren die Verankerung deazelularen Matrix mit der
Zellmatrix (Nobes & Hall, 1995). Die Aktivierung moRho-GTPasen kann aber
auch zu einer Stimulation von MAP-Kinasen fuhrewmg€ et al., 1995; Minden et
al. 1995).

1.2.2 Clostridiale glukolierende Toxine

Das Bakterium Clostridium difficile bildet Toxin B als einen sogenannten
Virulenzfaktor aus. Die Bakterien verursachen énébiotika-assoziierte Diarrhoe
und pseudomembrandse Colitis. Eine Therapie miBetstspektrum-Antibiotika
fuhrt zu einer Uberwachsung der Darmflora duBtbstridium difficile Es beginnt
eine Sekretion der Bakterien von pathogenen Faktaie Toxin A und B. Diese
einkettigen Proteine gehoren zu einer Gruppe degersnnten ,Clostridialen
glucosylierenden Toxine®, da sie eine inharentecGdyltransferase Aktivitat haben
(Aktories & Just 2005). Die Glukosylierung erfoldjabei durch Ubertragung eines
Glukoserestes von dem Ko-Subtrat UDP-Glucose asiPdateinsubstrat. Substrate
stellen dabei RhoA, B, C, Racl-3, RhoG und Cdc42 DBas Toxin modifiziert
dabei die Rho-Proteine an einem hoch konservigktemosaurerest. Diese ist fur
Rho A, B Threonin37, fir Rac und Cdc42 Threonin(B%st et al., 1995 a, b). Der
Aminosaurerest befindet sich in der sogenannteekEifregion der GTPasen, was
dazu fuhrt, dass die Glukosylierung die GTPasekidfelnteraktion blockiert. Als
Folge tritt phanotypisch eine Abrundung der Zellunf, da die Rho-GTPasen
wichtige Regulatoren des Aktin-Zytoskelett sind.

1.2.3 Latrunculin B

Latrunculin A und B sind zellpermeable Makrolide.iefe marinen Toxine
stammen aus dem roten Seeschwahiegombata magnificdesser bekannt als
Latrunculia magnifica. Latrunculin fuhrt zur Zersidg der Polymerisation der

Mikrofilmente durch die Bindung an monomeres G-Actibeeinflusst dabei
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allerdings nicht die Mikrotubuli Struktur. Die geara Bindungsstruktur von
Latrunculin ist bisher aber nicht ganz geklart (Mafa et al., 2000).

1.3 DNA-Reparatur

1.3.1 Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER)

Der Hauptmechanismus zur Abwehr gegen DNA-schadigdriisionen in Zellen,

wie sie durch UV-C-Strahlung oder Cisplatin ausgel@erden, ist die Nukleotid-

Exzisionsreparatur, kurz NER (Friedberg et al. 2929 — 30 Proteine sind an

diesem Reparaturweg beteiligt. Unterschieden wedadbei 2 Wege:

1) DNA-Schéaden, die im transkriptionell aktiven TeirdDNA liegen, werden
mittels transkriptionsgekoppelter Nukleotidexzigmparatur (TC-NER -
transcription coupled nucleotide excision repantfernt.

2) DNA-Lasionen aus transkriptionell inaktiven Bereohwerden durch globale
Genom Nukleotidexzisionsreparatur (GG-NER - glogehome nucleotide
excision repair) entfernt.

Fur beide Wege gibt es sechs Kernfaktoren, nan¥ielA, RPA, XPC-hHR23B,
TFIIH Komplex und zwei Endonukleasen XPG und ERC®F Heterodimer
(Aboussekhra & Wood, 1995; Guzder et al., 1995 DNA-Schadenserkennung
erfolgt bei der GGR durch den XPC-HR23B- und RPAAXRomplex. Es ist
allerdings noch unklar, welcher dieser Komplexeeaigter aktiviert wird (Evans et
al., 1997; Naegeli, 1995; Sugasawa et al., 1998pdVvd999). Es gibt Daten,
wonach XPC-hHR23B die Verzerrung erkennen, das dédach von RPA-XPA
verifiziert. Weiterhin ist das ,damaged DNA bindingrotein® (DDB), ein

Heterodimer aus zwei Polypeptiden (DDB1 und DDB2jei der UV-

Schadenserkennung von grofRer Bedeutung. Diesedpigp gehdren zu der XPE-

Komplementationsgruppe (Tang & Chu, 2002). NacheBrking der Lasion erfolgt

die Rekrutierung des Transkriptionsfaktors TFIIH aem DNA-Schaden. TFIIH

bestent aus zehn Untereinheiten (XPB, XPD, GTF2BIF2H2, GTF2H3,

GTF2H4, CDK-7, CCNH und MNAT1) und besitzt eine DNHelikase Aktivitat,

die durch die Untereinheiten XPB und XPD ausgefilind. Die DNA wird um die

Lasion herum entwunden (Schaeffer et al., 1994a&8itér et al., 1993) und die

Lasion durch einen dualen Einschnitt an definiefasitionen der DNA entfernt

(Evans et al., 1997). Der 3"-Einschnitt wird duMiRG und der 5 -Einschnitt durch

9



Einleitung

den XPFERCC1 Komplex durchgefuhrt (Sijbers et H996). Anschlie3end wird
ein Oligo mit einer definierten Lange entfernt. @Rietstandene Licke wird durch
die Polymerasé; sowie ¢ geflllt und durch DNA Ligase-l versiegelt
(Aboussekhra et al., 1995; Araujo et al., 2000; &lal., 1995). Da DNA-Schaden
oftmals zu einem Block der Transkription fuhrergllstdie TCR ein wichtiges
System fur die Entfernung von DNA-Schaden dar. &ikennt und entfernt
DNASchéaden, wie z.B. UV-C Schaden auf dem trangkmén Strang, wofir die
GGR zu langsam ist. Defekte in der TCR sind Ursdihelas Cockayne Syndrom
(CS), wobei diese Erbkrankheit auf Stérungen in @&iGenen, CSA und CSB
zurtckzufiihren ist. Die genaue Rolle der CS-Preteshbis heute nicht vollstandig
aufgeklart. Es wird spekuliert, dass der durch 3R hervorgerufene Block der
RNA-Polymerase-Il das CSA und CSB Protein aktivientd zur DNA-L&sion
rekrutiert. In einem noch unklaren Mechanismus engn CSA und CSB die
gestoppte RNA-Polymerase-Il, so dass Reparatuippotien DNA-Schaden besser
erreichen und prozessieren konnen. Wie genau CS @BB mit der RNA
Polymerase-Il interagiert, ist noch nicht bekarktg.wird angenommen, dass CSB
seine DNA-Translokase Aktivitat nutzt, um den RNAh®nerase-Il Komplex von
der Lasion zu entfernen (Svejstrup, 2003). Die Ekéeasen XPF-ERCC1 und
XPG schneiden daraufhin den lasionstragenden DNa&n§taus. Die Resynthese
erfolgt wie bei der GGR durch die Polymerasesowiee und die DNA-Ligase-|
ligiert die DNA Enden. Eine Ubersicht der an derRNBeteiligten Mechanismen

und Faktoren ist in Abbildung 2 dargestellt.

10
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Nucleotide Excision Repair

MR
DNA is damaged

Transcription-coupled Fa o ~N Global excision
repair repair

W RNA polymerase XPC/hHR23B M
o stalls (+/- DDB) binds - @ XPEIDDB2
xc@ — damage is @ xocinirass

cse@ recognized 0

TFIIH @ N
(with TTDA) XPTA- ﬁ XPA, RPA, XPG, and TFIIH bind

@ TFIIH unwinds DNA helix

IPF.'ERCC(‘,
N XPG and XPF/ERCC1 cut,

N

lesion excised

__ DNA polymerase fills gap,
B . ligase seals nick
== normal nucleotide sequence restored

clean template for transcription«——"~~— clean template for replication

Abbildung 2: Schematische Darstellung der NukleoticExcisionsreparatur.
(Quelle: Fuss et al., 2006)

1.3.1.1 Xeroderma Pigmentosum (XP)

Defekte in der Nukleotid-Exzisinsreparatur fuhreginb Menschen zu rezessiven
Erbkrankheiten wie Xeroderma Pigmentosum (XP) (@ea& Hultner 1995).
Xeroderma umfasst mehrere KomplementationsgruppdhA bis XP-G. Der
Krankheitsverlauf unterscheidet sich innerhalb dé@mplementationsgruppen
deutlich. Hauptmerkmal der XP ist die sehr starkgapragte Lichtempfindlichkeit
(Photosensitivitat) und dadurch auch ein 2000-fttbhtes Risiko an Hauttumoren
zu erkranken. 20 % der Erkrankten kdnnen ebenfaisrologischen Stdrungen
unterliegen, die im schlimmsten Fall zur neurologen Degeneration fuhren
(Kraemer et al. 1994). Neurologische Defekte komra#erdings bei partitiellen
Defekten in XP-F und XP-C nicht nachgewiesen werd2ie Mutation im XP-F
Gen fuhrt zur Abschwachung der Photosensitivitdt Blatienten. Der Verlust an
XP-D und XP-B ist mit dem Leben nicht vereinbare®liegt daran, dass XP-D und
XP-B dem TFIIH-Komplex angehotren, welcher fur diaséle Transkription
notwendig ist. XP-C wird allerdings nur in der G@&ht aber in der TCR bendtigt.
Menschen mit einem Defekt in XP-C zeigen daher&eéinterschiede in Bezug auf

Lichtempfindlichkeit im Vergleich mit Gesunden. Bdiesen Patienten wird die
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transkriptionsblockierende Lé&sion durch die TCR feant. Die schwersten
Krankheitsverlaufe haben Patienten mit defekteiXXiA, XP-B und XP-G. Hier
sind neurologische Probleme als auch frih mangesti UV-Schaden das
Hauptproblem. Durch die frihen UV-Schaden entwickekich daher
unterschiedliche Tumore an allen lichtzuganglicliggreichen (Kraemer et al.,
1994).

1.3.1.2 Cockayne Syndrom (CS)

Als Cockayne Syndrom bezeichnet man eine seltentos@mal-rezessive
Erbkrankheit. Patienten mit dieser Erkrankung leidater starker UV-Sensitivitat,
haben aber, im Gegensatz zu Xeroderma pigmentasinRatienten kein erhohtes
Risiko an Hautkrebs zu erkranken (Rapin et al.02@blella et al., 1999). Defekte,
die in der TCR zu einer anhaltenden Blockade dgvaReur fuhren, sind eine
Erklarung dieser Tatsache. Diese Blockade reichglictierweise auch aus, um
Signale des programmierten Zelltods (Apoptose) @dsen. Durch diesen Vorgang
werden potentielle Onkogene entfernt (Ljungman &y 1996). Weitere typische
Symptome dieser Krankheit sind neurologische undychmmmotorische

Beeintrachtigungen, geistige Retardation, als auldérlust des Seh- und
Horvermogens (Dollfus et al. 2003). Patienten nerotlerma Pigmentosum leiden
nicht unter den von CS beschriebenen Symptomendass nicht alle Defekte

ausschlief3lich mit der NER-Reparatur zu erklared.si

1.3.2 Reparatur von DNA-Doppelstrangbrichen

DNA-Doppelstrangbriiche kénnen chromosomale Abemati hervorrufen oder
den Zelltod verursachen (Dikomey et al. 1998, lapd Kaina 2001, Pfeiffer et al.
2000). In einer eukaryonten Zelle kann bereits einziger, nicht reparierter
Doppelstrangbruch in einem entscheidenden Gen ddrdér Zelle durch Apoptose
induzieren (Rich et al., 2000). Wenn die Schadignioyt vor Eintritt der Zelle in
die S-Phase des Zellzyklus behoben wird, kann diedehlerhaften Bildung der
Tochterchromatide fuhren und somit schwerwiegendewiArkungen haben. Dies
kann genetische Instabilitdt sein und endgultigzbis Zelltod fuhren.

Fur die Reparatur von Doppelstrangbriichen sind Mexhanismen bekannt, zum
einen die Homologe Rekombination (HR) und zum agwlelas Non Homologous

End Joining (NHEJ). Das Non Homologe End Joinirgjtsbei eukaryonten Zellen
12
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den entscheidenden Reparaturmechansimus in sictisult teilenden Zellen dar,
um mogliche Chromosomentranslokationen, -deletiometh Geneamplifikationen
zu verhindern, wohingegen in Hefen die Homologe dRekination dominiert
(Christmann et al., 2003M; Cromie et al., 2001; &tak000).

Das NHEJ findet hauptsachlich in der GO/G1 PhaseZidizyklus statt (Johnson
und Jasin, 2000; Takata et al., 1998). Durch didgangang konnen DNA-Enden
wieder miteinander verbunden werden, ohne dabes @omologe Sequenz zu
bendtigen (Critchlow und Jackson, 1998). Das NHIgiklts sowohl bei der
Reparatur von Doppelstrangbrichen als auch beivdB)J-Rekombination zur
Generierung verschiedener Antikorper eine entseimeid Rolle (Smider und Chu,
1997). Der erste Schritt besteht in der Bindung®ineterodimeren Komplexes an
die geschéadigte DNA. Dieser Komplex besteht aus Flerteinen Ku70 (Reeves
und Sthoeger, 1989) und Ku80 (Jeggo et al., 1988)verhindert einen Abbau der
DNA durch Exonukleasen. An diesen DNA-Protein-Koexplerfolgt nun die
Anlagerung der katalytischen Einheit der DNA-PKe @NA-PKcs (Sipley et al.,
1995; Hartley et al., 1995). Die DNA-PKcs gehort Hamilie der Phosphatidyl-
Inositol-3-Kinasen (PI3K). Viele dieser Kinasen Babentscheidende Funktionen
in der Erkennung und Beseitigung von DNA-Schader, lwispielsweise auch die
Kinasen Ataxia telangiectasia mutated (ATM) und &&M and Rad3-related
(ATR) Kinase (Durocher und Jackson, 2001). Lettlnird dieser neue Komplex,
bestehend aus Ku70, Ku80 und DNA-PKcs als DNA-PKeihnet (Gottlieb und
Jackson, 1993; Smith und Jackson, 1999). Dabei ditares sich um eine
Serin/Threonin-Kinase, die durch die Bindung an DA Enden aktiviert wird.
Hierflr ist die Lokalisation von DNA-PKcs direkt alie DNA essentiell. Um dies
zu ermdglichen, disloziert Ku an die DNA und Ubtrtdeine stabilisierende
Funktion aus (Yoo und Dynan, 1999). Die Aktivierudgr DNA-PKcs fuhrt zum
einen zu einer Annaherung der beiden DNA-Enden wundh anderen zur
Phosphorylierung mehrerer Proteine, die fur weitechritte von Bedeutung sind.
Eines dieser Proteine ist Artemis, welches in diebéreitung der DNA-Enden fur
die folgende Verknupfung involviert zu sein scheindem es als Endonuclease
Uberschiussige DNA-Einzelstrange oder Hairpins emttféMa et al., 2002). Ebenso
wird der Rad50-Mrel1-Nbs1-Komplex aktiviert, derltimerisiert und durch seine
Aktivitdten als Exonuklease, Endonuklease und ldekc die DNA-Enden
prozessiert und die End-zu-End-Verbindung zusamménKu stabilisiert (De

Jager et al.,, 2001; McElhinny et al.,, 2000; Walkatr al. 2001). Dies ist
13
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Voraussetzung fur die abschlielBende Verknupfung RIMA-Enden durch den
XRCC4-Ligase IV Komplex, welcher ebenfalls durchoBphorylation aktiviert
wird (Leber et al., 1998). XRCC4 spielt dabei irugitierzellen eine grof3e Rolle.
Die homologe Rekombination dominiert hauptséchiichiefen als auch in héheren
eukaryonten Zellen. Die Homologe Rekombination ninto@i der Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen wahrend der Meiose einsckigidende Rolle ein. Fir
die Homologe Rekombination wird eine der gesch&diddNA homologe Sequenz
bendtigt, die als Schablone fur die Reparatur d{@firistmann et al. 2003). Der
erste Schritt dabei ist die nukleolytische Spaltutey DNA durch den Rad50-
Mrell-Nbsl- (MRN) Komplex (Sonoda et al., 2001). Eststeht ein 3'-
Einzelstrang DNA-Fragment, an welches Rad52 biffietsiak et al., 2001). Rad52
interagiert mit Rad51 (Kagawa et al., 2001; Sheal.et1996). Die Interaktion von
Rad52 und Rad51 fuhrt zu einem DNA-Strangaustaonstidem ungeschadigten,
homologen DNA-Molekil. Bei dieser Interaktion spigluch das RPA-Protein
(Replication Protein A) eine wichtige Rolle (Golu al., 1998). Es folgt
anschlieBend die DNA-Synthese, Ligation. Nach dernfation der Holliday
Junctions ist die Reparatur abgeschlossen (Holliti@g4). Eine Ubersicht der an
der homologen Rekombination beteiligten Mechanisnuead Faktoren ist in
Abbildung 3 dargestellt.

STITTTITS,

Processing of DNA ends
§° - 3' resection

T ® @ IIIT

Rad51B / Rad51C / RAD51D
XRCC2/ XRCC3 Strand exchange

RPA

Rad51

l DNA synthesis

|||||>< ’X|||1|
Trrr i

DNA ligation, branch migration
and resolution of Holliday junctions

HEEEEEEEEEEEREREER

NN

Abbildung 3: Schematische Darstellung der homologeRekombination. (Quelle:
Christmann et al., 2003)
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1.3.3 DNA-Schadenserkennung

DNA-Schaden fiihren zu einer Vielzahl von Reparaaaimanismen, die spezifische
Schaden der DNA erkennen und prozessieren. DierRtepallein reicht aber nicht
aus, um die zahlreichen Prozesse zu koordinierbhildung 4 zeigt ein komplexes

Signalnetzwerk, das die einzelnen Prozesse mitéararerkntpft.

DNA damage Replication stress
v Rad17
ATM + ATR ¢ _ Rad9, Radl, Hust

4/’4&¥\A\\‘.

Chk1 OChk2 Mdm2 =1 p53 BRCA1 Nbsi1 cAbl

1l _»~
et AN

Cdk

Cellcycle  Apoptosis <= Transcription =3 DNA repair
arrest

Abbildung 4: Schematische Ubersicht des DNA-Schadssignalling.(Quelle:
Zhou et al., 2000)

Bei Cisplatin assoziierten Signaltransduktionswegpielen v.a. ATM (,Ataxia
Telangiectasia Mutated “), ATR (,ATM- and Rad3-teld), c-ABL (,cellular

Abelson®), p53 und Proteine der MAPK (Mitogen-Actted Protein Kinase)
Kaskade eine zentrale Rolle (Wang et al. 2005).hAdem MRN-Komplex kommt
bei der Erkennung von Doppelstrangbriichen eine uiedde Rolle zu. Der
Komplex fungiert als Sensor fur ATM, welches damngaeschadigte DNA binden
kann. Nach der Bindung von ATM an DSB dissoziies thaktive ATM-Dimer in

ein Monomer. Dieses Monomer kann nun an versch&dekminosaureresten
autophosphoryliert und dadurch aktiviert werden.aklgnist, 2003). Die
Blockierung der DNA-Replikation kann auch zu Stiarighen, genauer
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Einzelstrangbrichen (ssDNA) fuhren. RPA erkennselissDNA und rekrutiert
ATR (Zhou et al., 2003). ATR phosphoryliert abseBend Rad17 und Rad911
(Yang et al., 2006). Durch die Aktivierung der ATlvhd ATR-Kinase kommt es
zu einer Reihe weiterer Phosphorylierungen von sdiettraten. Diese konnen
beispielsweise die Regulation der DNA-Reparatus, dellzyklus oder Apoptose
beeinflussen (Shiloh 2006). Die Phosphorylierungr dgheckpoint-Kinasen
(Chk1/2) durch ATM/ATR vermittelte Wege ist dabeiine wichtiger
Zellzykluskontrollmechanismus (Xiao et al., 2008ktivierte Cdks hemmen dabei
die Phosphataseaktivitdt von cdc25. Diese Hemmungwirkt einen
Zellzyklusarrest in G1/S durch Einflussnahme aef @yclin-abhangigen Kinasen
(CDKs).

1.4 DNA-Crosslinking Agenzien

1.4.1 Cisplatin

Cisplatin (cDDP Cis-diammindichlorplatin-II) ist ein in der Therapi®@w Tumoren
weit verbreitet eingesetztes Zytostatikum. Es watd Chemotherapeutikum sehr
erfolgreich bei der Behandlung von verschiedeneabkerkrankungen eingesetzt.
Die Entdeckung der zytostatischen Wirkung von Rlatimplexen erfolgte in den
1960er Jahren, die Zulassung zur Behandlung maliginenore erfolgte 1978
(Rosenberg et al., 1965). Die urspringliche Verwaigdvon Cisplatin erfolgte bei
Patienten mit Hodenkrebs, da hier eine frihzeiBgdandlung mit Cisplatin eine
Heilungsrate von mehr als 90 % erzielte. Mittleteenird Cisplatin auch bei der
Behandlung von Ovarial-, Harnblasen-, Bronchiald @ervixkarzinomen eingesetzt
(Loehrer et al. 1984).

Cisplatin stellt einen planaren Komplex dar, der zentralen Platinatom zwei cis-
standige Chlor Liganden und zwei Ammin Ligandenugelen hat. Der Komplex
wird nach Eindringen in eine Zelle durch Hydrolyséiviert (Bancroft et al. 1990).
Die beidenCis-Chlor Liganden werden dabei durch Wassermolekikgetauscht.
Die nun wassergeldste Form ist hochreaktiv und kem®NA, RNA und Proteine
binden (Bancroft et al. 1990).

Die Bindung des Cisplatin an die DNA ist der Haugptimanismus von Cisplatin als
Tumortherapeutikum. Die Produkte, die durch diedBimg von Cisplatin an die

DNA enstehen, sind wie folgt:
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- Monoaddukte, die bereits nach wenigen Minuten debilverden (t~10 min.)

- Bifunktionelle Addukte die nach ca. 2-3 h entstehen

- Protein-Cisplatin-DNA Crosslinks (Barnham et aB9%; Bancroft et al., 1990)
Bifunktionelle Addukte bestehen aus 1,2-Intrastr@mndsslinks €is-GG) die ca. 47-
50 % der Cisplatin Lasionen ausmachen. 23-28 %ehbildie 1,3-Intrastrand-
Crosslinks €¢issAG) und 8-10 % die 1,3-Intrastrand-Crosslinkgds{GNG). Die
restlichen 1-2 % bilden die sogenannten Interst@rabslinks und Monoaddukte. In
allen Addukten bindet das Cisplatin an das N7-Atden Purinbasen (Guanin und
Adenin) (Fichtinger-Schepman et al., 1985). Cispiatrosslinks bewirken eine
Strukturdnderung der DNA. Daraus resultierend finéen Block der DNA-
Replikations- und Transkriptionsmechanismen sia¢t. durch Cisplatin-induzierte
Replikationsblock konnte bereits in verschiedenetisgstemen gezeigt werden.
Dort inhibierten sogenannte GG-Addukte die DNA-Ralon am starksten (Harder
et al.,, 1976). Ebenso koénnen als sekundare Lastoendgbriiche aufgrund des

Replikationsblocks entstehen.

Die Hemmung der Transkription durch Cisplatin egfotlurch die Blockade der
Initiation und Elongation der RNA-Polymerase Il (lthane et al., 1999).
Resultierend fuhrt dies zu einem G2-Block der Zell&rsache ist, dass fur die
Mitose notwendigen Gene nicht mehr transkribiertrdea koénnen. Reparatur
defiziente Zellen zeigen eine anhaltende Blockade G2, wé&hrend  bei
reparaturprofizienten Zellen, die Cisplatin-induteeAddukte entfernen kdnnen, der
Arrest wieder aufgehoben werden kann (Sorensorg)198

Cisplatin fuhrt allerdings auch zu einer Vielzahtlarer Aktivierungen. Darunter die
Induktion von Stress-Signalwegen, wie den MAP-Kerasgenauer der SAPK/INK
Signalweg (Persons et al., 1999). In Endothelzekennte gezeigt werden, dass
Cisplatin die Expression des Fas-Liganden erhdid,das Uber dass Fas-System die
vom Cisplatin ausgeloste Apoptose vermittelt wBdoizovic et al., 2007).

Die Reparatur von Cisplatin Addukten erfolgt haéptdich tber den bereits

beschriebenen NER-Reparaturweg (Nehme et al. 1999)

1.4.2 Transplatin

DasTransdiamindichlorplatin-1l (Transplatin, tDDP) ist efBtereocisomer des oben

beschriebenen Cisplatin. Aufgrund der geringeretotoyizitat von Transplatin bei
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der Behandlung von Tumorerkrankungen wird dieses Tdilerapeutikum nicht
eingesetzt. Der Mechanismus der Bindung von Tramisplan die DNA ist
unterschiedlich zu Cisplatin und verlauft dabe2iSchritten.

1) Der Austausch der Chlorid-lonen durch Wassermokekil

2) Bildung von Monoaddukten und Umwandlung der Monagdel in Interstrand-

Crosslinks.

Vergleichend zu Cisplatin findet hier keine Intrasd-Crosslink Bildung aufgrund
sterischer Behinderung statt. Transplatin vermag amu einzelstrangiger DNA

Intrastrand-Crosslinks zu generieren (Lepre €128.7).

1.4.3 UV-Licht

Viele der heute publizierten Untersuchungen von BRbotolasionen erfolgen
mittels UV-C (254 nm) oder UV-B (280-320 nm) Stuaing. Normalerweise

erreichen Strahlen der Wellenlange kleiner 290 nsh gar nicht die Erdoberflache.
Sie werden bereits in der Stratosphare absorlidéet.Umwelt, somit auch Mensch
und Tier sind daher eher den langeren UV-Wellenldé&A (320-400 nm) und UV-

B Strahlung ausgesetzt. Bei der natirlichen Vemejlmachen die UV-B Strahlen
mit 95%, gegenuber den UV-A Strahlen mit 5%, deaf3&il der solaren Strahlung
aus. Die Photolasionen der UV-C Strahlung, wie Glyatan-Pyrimidindimere

(CPD) und Pyrimidin(6-4)Pyrimidon Photoprodukte-&#°-P), sind dabei mit denen
des UV-B vergleichbar. Diese Lasionen sind furmh&nutagene Wirkung der UV-
Strahlung hauptverantwortlich (Mitchell et al., B9 Die durch UV-Strahlung

induzierten Schaden werden mittels Nukleotid-Exwisreparatur entfernt
(Friedberg et al., 1995).
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit stand die Frage naclereirerzogerten, durch Cisplatin-
induzierte DNA Schaden hervorgerufene Aktivierurg 8APK/IJNK im Mittelpunkt
des Interesses. Es sollte untersucht werden, olKGAK einen wichtigen Teil der

spaten, durch Cisplatin hervorgerufenen DNA-Schsaetwort spielen.
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2. Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden in kommerziell hochst ethéthem Reinheitsgrad verwendet.

Chemikalie

Hersteller / Vertrieb

3-Aminophthalazin (Luminol)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Acrylamid/Bisacrylamid

Roth, Karlsruhe

Agarose

GibcoLife Technologies, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat

Merck, Darmstadt

Bovines Serumalbumin

Roth, Karlsruhe

Bradford-Reagenz

Sigma-Aldrich, Minchen

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, Miinchen

Clostridium difficile Toxin B (ToxB)

Hannover, MHH

Coomassie Blue G-250

Sigma-Aldrich, Minchen

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Fluka, Neu-Ulm

H2DCFDA (2',7’-

dichlorohydrofluorescein diacetat)

Invitrogen, Karlsruhe

Lambda DNA/EcoRI/Hindlll Marker

MBI Fermentas, $eon-Roth

Latrunculin B

Sigma-Aldrich, Miinchen

LMP-Agarose

Appligene, Heidelberg

Magermilchpulver

Roth, Karlsruhe

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Nonidet P40

Roth, Karlsruhe

Ponceau S

Sigma-Aldrich, Miinchen

Prestained Protein Molecular Weight

Marker

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Propidiumjoidid

Serva, Heidelberg

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethyldiamin

Roth, Karlsruhe

Tunicamycin

AppliChem, Gatersleben

Tween-20

Sigma-Aldrich, Minchen

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Miinchen

20



Material und Methoden

Hier nicht erwdhnte Chemikalien stammten von derm&nh Roche Diagnostics
(Mannheim), Roth (Karlsruhe), Bio-Rad (Munchen),n&e (Heidelberg), Merck
(Darmstadt) sowie Sigma-Aldrich (Minchen).

2.1.2 Zytostatika

Zytostatika

Hersteller

Cisplatin (cis-diamindichloroplatin)

Apotheke, Usisitatsmedizin Mainz

MMS ( Methylmethansulfonat)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Transplatin (trans-diamindichloroplatin)

Sigma-Addr, Minchen

2.1.3 Kauflich erwerbliche KITS

Kit Hersteller
DNeasy® Blood and Tissue Kit Qiagen, Hilden
ECL™-/ECL-Plus"-Western blotting detection reagent Amersham, Ergib
Effektené" Transfection Reagent Kit Qiagen, Hilden
Nucleospin RNA Il Machery-Nagel, Diren
WST-1 Cell Proliferation Reagent Roche, Mannheim

2.1.4 Standardpuffer und Losungen

* PBS:
NacCl
KCI
NaHPO,
KH.PO,
pH

e Ponceau S:
Ponceau S
Essigséaure

137 mM
2,7 mM

8,1 mM

1,5mM

7,4

0,1 % (w/v)
3 % (v/v)

» 10-fach SDS-Laufpuffer (Laemmli):

Tris/HCI
Glyzin
SDS

pH

» 10-fach Blotting Puffer (Towbin):
Tris/HCI
Glyzin
pH

250 mM
19M
35 mM
7,1

250 mM
19M
8,3
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10-fach TBS:
Tris/HCI
NacCl

pH

1-fach TBST:
TBS
Tween-20

ECI-L6sung:
0,1 M Tris-HCI

Luminol

Hydroxycoumarinsaure-Lésung:
Para-Hydroxycoumarinsaure
in DMSO

Upper-Tris Puffer:
Tris/HCI
pH

Lower-Tris Puffer:
Tris/HCI
pH

Coomassie Farbe-Lésung:
Coomassie Brilliant Blue R250

Coomassie Entfarbe-Lésung:
Essigsaure

Methanol

Wasser

Neutraler Comet-Lysepuffer:
NacCl

EDTA

Tris

Na-Laurylsarcosinat

pH

500 mM
15M
7,6

1x
0,06 % (v/v)

200 ml
50mg

6,8 mM

0,5M
6,8

15M
8,8

0,04 %

7,5 % (vIv)
5 % (v/v)
87,5 % (v/v)

25 M
100 mM
10 mM

1%
7,5

Wichtig: Nach pH Einstellung nur auf 890 ml auféil Lagerung bei RT. Vor
Gebrauch zu 75 ml Lysepuffer 0,75 ml Triton X-10@du/,5 ml DMSO zugeben

und 1 h bei 4°C vorkuhlen.

Neutraler Comet-Elektrophoresepuffer:

Tris
Borsaure
EDTA
pH

90 mM
90 mM
2 mM
7,5
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* Membranlysepuffer:

Tris
NacCl
MgCl,
pH

Kurz vor Gebrauch zugeben:

PMSF

Proteaseinhibitor

e 10x SSC:
NacCl
Natriumcitrat
pH

+ Blockierungspuffer 1:

Milchpulver

+ Blockierungspuffer 2:

Bovines Serum Albumin

+ Blockierungspuffer 3 Foci:

Bovines Serum Albumin

Triton-X-100

2.1.5 Antikorper

10 mM
10 mM
3 mM
7,4

50 mM
1:50

15M
150 mM
7,0

5% in 1x TBST

5% in 1x TBST

5% in PBS
0,3%

2.1.5.1 Antikorper fur Western-Immunoblotting und Fluoreszenzmikroskopie

Antikorper Ursprung Verdinnung Hersteller/Vertrieb
Anti-1,2-GG- Ratte 1:200 Thomale et al.,
Intrastrand-Crosslink Essen
Anti-Aktin Maus 1:200 Sigma-Aldrich,
Munchen
Anti-CHOP Maus 1:500 Santa Cruz,
Heidelberg
Anti-CSB Kaninchen 1:500 Santa Cruz,
Heidelberg
Anti-ERK?2 Kaninchen 1:1000 Santa Cruz,
Heidelberg
Anti-lgG-Kaninchen{ Esel 1:5000 Amersham,
Antikorper (HRP Braunschweig
konjugiert)
Anti-lgG-Maus- Schaf 1:5000 Amersham,
Antikorper (HRP Braunschweig
konjugiert)
Anti-lgG-Ratte- Kaninchen 1:3000 Santa Cruz,
Antikorper (HRP Heidelberg
konjugiert)
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Anti-MKP-1 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling,
Beverly, MA
Anti-PARP Kaninchen 1:1000 Cell Signaling,
Beverly, MA
Anti-p-ATR Kaninchen 1:1000 Cell Signaling,
Beverly, MA
Anti-p-Chk1 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling,
(Ser345) Beverly, MA
Anti-p-Chk2 (Thr68)| Kaninchen 1:500 Santa Cruz,
Heidelberg
Anti-p-H2AX Maus 1:1000 Milipore,
(Ser139) Schwalbach
Anti-p-P38 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling,
(Thr180/Tyr182) Beverly, MA
Anti-RPA-32 Maus 1:200
Anti-p-SAPK/JNK | Kaninchen 1:1000 Cell Signaling,
(Thr183/Tyr185) Beverly, MA
Anti-p-SEK- Kaninchen 1:1000 Cell Signaling,
1/MKK4 (Thr261) Beverly, MA

2.1.5.2 Zweit-Antikorper fur die Fluoreszenzmikroslopie

Antikorper Ursprung Verdinnung Hersteller/Vertrieb
Alexa-Fluor 488 Ziege 1:500 Invitrogen,
anti-Maus 1gG Karlsruhe
Alexa-Fluor 488 Ziege 1:500 Invitrogen,
anti-Kanninchen 1gG Karlsruhe
2.1.6 siRNA
SiRNA Zielsequenz Hersteller
CSB oligo 2 5- ATG GAT GGT ACC ACT ACA ACA ATA -3°| Qiagen, Hilden
CSB oligo 4 5- CGG ACT TAT AGC CCT AAG AAA -3° Qigen, Hilden
2.1.7 Plasmid

pEGFP-C1 Plasmid, der Firma Clontech

2.1.8 Medien und Reagenzien flr die Zellkultur

FCS Biochrom, Berlin

PBS (Instamed 9,55 g/ml) Biochrom AG, Berlin
Penicillin/Streptomycin PAA Laboratories GmbHjle
DMEM high Glucose Gibco by Invitrogen, Karlsruhe
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DOO

6

6

2.1.9 Zelllinien

Name Beschreibung Spezies Herkunft

43-3B ERCCI1 defekte Hamster Zellen Hamster  Dunkerhe2003

ATM™ Fibroblasten mit fehlendem Maus P. Leder, Boston
ATM-Protein

ATR-Seckel ATR-defekte Fibroblasten Human M. O bois

Balb/c Mausfibroblasten, p53 Maus ATCC
wildtypisch

CHO Wildtypische Hamster Hamster | Dunkern et al.,
Ovarienzellen 2003

CSB SV-40 immortalisierte humane Human T. Stevnsner et al
Fibroblasten von CS-B 2002
Patienten (CS1AN.S3.G2)

CSB” CSB knockout Mausfibroblasteaus G. van der Horst,

Rotterdam

FANCD2 FANCD?2 defekte humane Human D. Schindler,
Zellen Wiirzburg

GM637 SV-40 immortalisierte humane Human ATCC
Fibroblasten

HIFB-D Primare humane Fibroblasten Human ProviBer|in

NHDF Natural human fibroblasts Human Cambrex, ViEnwi

p53" p53 defiziente Mauszellen Maus Lackinger D., 2

SCID DNA-PKcs defekte Zellen, p538 Maus Dikomey et al.,
Wildtyp 1998

XPAmMt XP12RO Zelllinie defizient in | Human Koberle et al., 20(
XPA Protein (Xeroderma
pigmentosum protein A)

XPAwt XP129-Zellen durch stabile Human Koberle et al., 20(
Transfektion mit xpa-cDNA
wieder hergestellt.

XPC Primare humane Fibroblasten, Human L.H. Mullenders,
defizient in XPC-Protein Leiden
(Xeroderma pigmentosum
protein C)

2.1.10 Geréate und sonstige Hilfsmittel

Geratename und Bezeichnung

Hersteller/VVertrieb

Autoklav

Systec, Wettenberg

B250 Sonifier Ultraschallstab

Branson, Dietzenbach

Brutschrank B5060 EK/CO

Heraeus, Minchen

Elisa-Reader MagellanTM

Tecan, Salzburg

FACSCalibur Durchflusszytometer

Beckton&Dickinsom&iences GmbH,

Heidelberg

Feinwaage TE313S-DS

Sartorius, Gottingen

Magnetrihrer mit Heizung MR-Standard

Heidolph, Sabach
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Mikroskop BX50, Fluorezenzmikroskop
(Komet)

Olympus, Hamburg

Mikroskop Axiovert35 Fluoreszenzmikrsk

bLarl Zeiss AG, Gottingen

Mini-Protean 3 System (SDS-Page)

Bio-Rad, Miinchen

Pipetten 2 pl, 20 pl, 100 ul, 200 ul, 1000

i Gilsbimburg-Offheim

Reinstwasseralnage Purelab Plus

ELGA LabWater GrSiisheim

Schuttler Rotamax120

Heidolph, Schwabach

Taumelrollenmischer

Roth, Karlsruhe

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg

Trans-Blot Cell Blottingkammer

Bio-Rad, Minchen

Uberkopfschuttler REAX2

Heidolph, Schwabach

Zahlkammer, Neubauer

Roth, Karlsruhe

Zellkulturmaterial

Greiner Bio-One GmbH, Frickenkan

Zentrifuge, Labofuge400R (Zellkultur)

Heraeus, Miec

Zentrifuge, Tischzentrifuge 5417C

Eppendorf, Hangbur

2.1.11 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

96-well Microtiter-Platten

Greiner, Frickenhausen

Kryoréhrchen

Greiner, Frickenhausen

PP-R6hrchen (15 ml, 50 ml)

Greiner, Frickenhausen

Zellkulturflasche klein

Greiner, Frickenhausen

Zellkulturflasche grof3

Greiner, Frickenhausen

Zellkulturschale (@9 cm, @ 5cm, @ 2,5 cm

Grejikeickenhausen

)

Reaktionsgefalle

Eppendorf, Hamburg

2.1.12 Software

Cell Quest Pro FACS Analyse Software
Cell A, Fluoreszenzmikroskopiesoftware

Kinetic Imaging Komet 4.0.2
WinMDI 6.9
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Zelllinien wurden bei 37 °C in C&nkubatoren unter wasserdampfgesattigten
Bedingungen bei 7 % COn ihrem entsprechenden Medium kultiviert. Die Zall
wurden je nach Wachstums- bzw. Teilungsrate allé Bage passagiert. Zum
Umsetzen wurden sie dabei mit PBS gewaschen urzhl@f3end je nach Flaschen-
oder SchalengroRe mit 1 oder 2 ml Trypsin/EDTA firmin. inkubiert. Die
Uberfiihrung in sterile GefaRRe erfolgte dann dabetinem Verhéltnis von Zellen zu
Medium von 1:5 oder 1:10.

Die primaren Zellen wurden bei gleichen Bedingungeea die Zelllinien gehalten.
Die Umsetzung erfolgte jedoch erst bei nahezu kenfien Bedingungen. Somit
wurde eine maximale Anzahl Zellen beim Aussaen teleistet, als auch die

Passagen Zahl gering gehalten.

2.2.2 Behandlung von Zellen

Die Versuchsansatze bzw. die Behandlung der ZatigrCisplatin, Transplatin oder
MMS erfolgte in Form einer Dauerbehandlung. Wergsdiicht der Fall war, ist dies
sonderlich bezeichnet. Die Behandlung erfolgte lluZeigabe der entsprechenden
Substanz zum Zellkulturmedium.

Die UV-C, wie auch die IR (ionisierende) Bestralguerfolgte nach Entnahme des
Mediums und spilen mit 37 °C warmen PBS. Dies lyg@scebenfalls in den
entsprechenden Kulturschalen. Nach der Bestramumde den Zellen wieder warmes

Medium zugesetzt.

2.2.3 Langzeitlagerung von Zellen

Die Zellen wurden in flissigem Stickstoff bei —196 gelagert. Zum Einfrieren wurde
die Suspensionskultur mit ungefahr’ Z&llen fiir 10 min. bei 1500 U/min. und 4 °C
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen asdZetllpellet in 8 ml Medium aus
DMEM bzw. RPMI mit 20 % FKS, das auf Eis gekuhltrweesuspendiert. Davon
wurden 8 Kryo-Ampullen auf Eis jeweils mit 0,9 nmefiillt. Zuletzt wurden dazu 0,9
ml einer eisgekuhlten Losung aus DMEM bzw. RPMI &it% FKS und 20 % DMSO

gegeben. Die so beflllten Ampullen wurden gut dmssen und zuerst fur 1 h auf
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Eis gegeben, dann in einer Isolierbox auf -20 °@ed&fihlt. Danach wurden sie in
flissigem Stickstoff eingelagert.

2.2.4 Zytotoxizitatstest

Die Analyse der metabolischen Aktivitat der Zelknfolgte mittels WST-1 Assay der
Firma Promega. Dabei wurde die Vitalitat der Zelkittels eines hinzugefligten
Substrats bestimmt. Das Substrat, ein Tetrazolitm@&ST-1), wurde dabei von
zellularen Enzymen, je nach metabolischer Aktividgr Zellen zu Formazan
umgesetzt. Dabei verandert sich die Farbe von geldunkelrot, was anhand eines
Photometers bestimmt werden konnte. Zur Durchfidpmiarde zu bestimmten Zeiten
nach Behandlung der Zellen das WST Reagenz zugeggiotenach 15-120 mindtiger
Inkubationszeit bei 37 °C die Bildung von Formaziimch Messung der Absorption
bei 420 nm bestimmt. Zur Berechnung der Vitalw@irden die unbehandelten

Kontrollen gleich 100 % gesetzt und die behanddPeaben in Relation gesetzt.

2.2.5 FACS Analysen
2.2.5.1 Messung der reaktiven Sauerstoffspezies

Die Zellen wurden in 6-well Platten ausgesat unidmechend behandelt. Die Zugabe
des Fluorophors 2°,7 -dichlorofluorescein (DCFDAJoklgte in einer Konzentration
von 10 mM in DMSO gelost fur 1 h in Medium ohne Rbleot. Die Messung der
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) beruhte auf demdlage einer chemischen
Reaktion durch Oxidation. Dabei wird die reduziene acetylierte Form des DCFDA
unter Einfluss von reaktiven Sauerstoffspeziesieridind deacetyliert. Die oxidierte
und deacetylierte Form ist nun im FACS oder Fluetien bei einer Wellenlange von
492-495 nm detektierbar.

Behandelte und unbehandelte Zellen als auch Positigd Negativkontrollen wurden
mittels Trypsin/EDTA abgeldst und mit den bereitsht mehr adharenten Zellen des
Zellkulturiberstandes vereinigt und abzentrifugi€®00 U/min; 10 min., 4 °C).
Nachdem die Zellen mit PBS gewaschen wurden, umitdatate Mediumreste zu
entfernen, die zum Stoérfaktor in der Analyse werdénnten, erfolgte die Fixierung
der Zellen in 75 %-igem eiskaltem (-20 °C) Ethanwichtig war dabei die Zellen

zuvor in 100 ul PBS zu resuspendieren um ein Veargken der Zellen zu verhindern.
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Dazu erfolgte die Zugabe des Ethanol erfolgte urggindigem schitteln der
Suspension auf dem Vortexer. Die Zellen wurden IMrefeend mittels
Durchflusszytometrie (FACS) analysiert und die #dmen Daten unter Verwendung

der Software WinMDI 6.9 analysiert.

2.2.5.2 Zellzyklusmessung — Analyser der SubG1 Fra&n

Die Grundlage dieser Messmethode beruht auf desathe, dass der DNA-Gehalt
apoptotischer Zellen geringer ist als der DNA-Gekah Zellen die sich in der G1-
Phase befinden (Fraker et al., 1995; Nicoletti.etl&91). Dieser Sachverhalt wurde in
der Analyse genutzt. Zellen die sich in der Teilubgfinden &ndern in den
verschiedenen Zellzyklusphasen ihren DNA-Gehaltickex dann bestimmt werden
kann. Behandelte und unbehandelte Zellen wurdetelsifrypsin/EDTA abgel6st
und mit den bereits nicht mehr adhéarenten ZellenAidlkulturiiberstandes vereinigt
und abzentrifugiert (1000 U/min; 10 min., 4 °C).adk dem Waschen der Zellen, um
letzte Mediumreste zu entfernen, die sich storemsivaken kénnten, erfolgte die
Fixierung der Zellen in 75 %-igem Ethanol bei 20f8€ 30 min. Nach einer erneuten
Zentrifugation (1500 U/min.; 5 min., 4 °C) wurdesdZellpellet getrocknet und in
einem Gemisch aus RNase A (0,21mg/ml in PBS) undn®,Bropidiumjodid (PI; 20
pg/ml in PBS) aufgenommen. Nach einer Inkubatiobsz®n 15 min. bei
Raumtemperatur wurden die Zellen mittels Durchftyssmetrie (FACS) analysiert

und die erhaltenen Daten mittels der Software WindD analysiert.

2.2.6 siRNA Techniken

Die Transfektion der Zellen mit siRNA Oligonukled¢n zur ,Downregulation®
ausgewahlter Proteine erfolgte immer nach Herstelgaben (Qiagen, Effectene
Transfection Reagent Handbuch). Die lyophilisiestBNA wurde mittels SiRNA-
Lagerungspuffer gelést (20 uM) und 1 min bei 90 aGfgekocht. Nach einer
Inkubation von 60 min. bei 37 °C konnte nun die éragg der siRNA bei -20 °C
erfolgen. Fur die Durchfihrung der Transfektion eem Zellen in einer 6 cm
Zellkulturschale mit einer Dichte von 1x1Bellen ausgesét. Die Transfektion erfolgte
unter RNase-freien Bedingungen mittels Effecfen®ie Inkubation der Zellen

erfolgte danach unter Standardbedingungen.
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2.2.7 Herstellung von platinierter DNA

Fur die Herstellung platinierter Plasmid-DNA wurdme modifizierte Methode von
Hansson und Wood verwendet (Hansson et al. 198& vBrwendete Plasmid war das
pEGFP-C1-Plasmid der Firma Clontech. Die Cisplatikubation (100 pM) erfolgte
bei 37 °C Uber Nacht. Die Reaktion wurde durch Zegaon 0.5 M NaCl-Losung
gestoppt. Es folgte eine Préazipitation der DNA tufugabe von 200 pul eiskaltem
Ethanol (minus 70 °C) und 2,5M GEOONH;-L6sung. AbschlieRend wurde die
DNA in 70 %igem Ethanol gewaschen, getrocknet undns-EDTA Puffer gelost.

Die Transfektion erfolgte wie oben bereits besdierimittels Effecterfe

2.2.8 Herstellung von Gesamtproteinextrakten

Die Herstellung von Gesamtzellextrakten erfolgtenen nach dem gleichen Schema.
Dabei wurde der Zellrasen vom Medium befreit unceimmal mit PBS gespdult. Die
Lyse der Zellen erfolgte danach durch Zugabe vanr3@ pl (je nach Zelldichte) auf
95 °C erhitzten 2x-Roti-Load-Ladepuffer direkt inerd Zellkulturschalen. Der
Zellrasen wurde unter zur Hilfenahme eines Zellbelhs von den Schalen abgeldst
und direkt in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefalle filet. Zur Reduzierung der
Viskositat erfolgte anschlielend eine Ultraschdltbellung (Duty cycle: 40 %,
Output control 5) fur 10 bis max. 20 Sekunden. f@rigen Proteinextrakte wurden

bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

2.2.9 Herstellung von Extrakten fir die Membranisolerung

Fur die Herstellung von Membranextrakten konnte dagmale Proteinextraktion

mittels Roti-Load nicht verwendet werden. Da fue dilembranisolierung mehr
Ausgangsmaterial bendtigt wird, erfolgte die Aussdexr Zellen in 10 cm Schalen.
Nach einer Wachstumszeit von mindestens 48 hgtefalie Behandlung und danach
sofort im Anschuss die Isolation der Membranene Alachfolgenden Schritte sollen
dabei auf Eis stattfinden. Die Lyse der Zellen gt dabei in einem speziellen
Membranlysepuffer (siehe 2.1.4). Nach der Bestingndas Proteingehaltes mittels
Bradford-Reagenz wurden gleiche Proteinmengen fig wdeitere Isolierung
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eingesetzt. Diese erfolgte mittels Zentrifugatien H0.000 x g fur 10 min. bei 4 °C.
Das erhaltene Pellet, welches hauptsachlich nunMembranbestandteilen besteht,
wurde nun noch zur Reinigung 3-mal mit dem Lyseguffewaschen. Die gereinigten
Membranproteine werden anschlieBend mit 2x-RotieLbadepuffer versetzt. Diese

kénnen im Anschluss im SDS-Page aufgetrennt werden.

2.2.10 Neutraler Comet-Assay zum Nachweis von DNAdppelstrang-
briichen in eukaryotischen Zellen

Zur Vorbereitung dieser Methode zahlt neben denstdéen der benotigten Puffer
ebenfalls die Praparation von beschichteten Obgdétn. Dazu wurde 1,5 %ige
Agarose ins PBS aufgekocht und die Objekttrages(éd end) darin eingetaucht. Die
Objekttrager wurden auf der Unterseite abgewiseit mum Trocknen Uber Nacht
aufrecht hingestellt. Die Zellen wurden entsprechbahandelt und wie oben bereits
beschrieben mittels Trypsin/EDTA von den Schalegeéist. Die Zellen sollten nun
auf eine Dichte von 2 x £0nl eingestellt und auf Eis gehalten werden. 1@ig$er
Zellsuspension wurden anschlieRend in 120 pul LMR+Age gegeben und auf einem
der vorbereiteten Objekttrager pipettiert und mibheen Deckglas versehen im
Kuhlschrank 4-5 Minuten abgekuhlt. Danach wurde daskglas seitlich abgezogen
und die Objekttrager im Lysepuffer fir 1 h im Kidhisank inkubiert. Nach der Lyse
begann sofort die Elektrophorese. Diese erfolgte t mvorgekihltem
Elektrophoresepuffer bei 4 °C und 25 Volt. Nach @&dektrophorese wurden die
Objekttrager in doppelt destilliertem Wasser geWwasc(Tauchbad) und anschliel3end
fur 5 min in 100 %igem EtOH fixiert. Nach dem Troeh kdnnen die Praparate bis
zur weiteren Verwendung gelagert werden. Zur Auswey der Praparate wird 25-30
pl Propidiumjodidiésung auf die Objekttrager pipett und mit einem Deckglas

versehen. Die Auswertung erfolgt mit der bereitsagmten Software (siehe 2.8).

2.2.11 Genomische DNA-Isolation aus Zellen

Die Isolation von genomischer DNA aus Zellen erfelgit dem DNeasyBlood and

Tissue Kit (Qiagen, Hilden) entsprechend Herstefigaben. Dabei wurden 4 x°10

Zellen als Ausgangsmenge fur die Isolation einggsenhd bei 300xg fur 5 min

zentrifugiert. Das dabei erhaltene Zellpellet wulaét Vorschrift in 200 pl PBS und
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20 ul Proteinase K resuspendiert. Danach erfoige 2ugabe von 4 ul RNase A (100
mg/ml) und eine Inkubation von 2 min bei RT. Na@nr dyse wurde das Zellgemisch
mit der DNA nach Zugabe von 100%-igem Ethanol diafQIAamp-Saulen gegeben
und nach Bindung der DNA mit 180 ul Elutionspufiduiert.

2.2.12 Bestimmung des Reinheitsgrades und der Kon#eation von
Nukleinsduren

Die Bestimmung der Konzentration wurde mittles Afpsion bei 260 nm, 280 nm,
und 320 nm bestimmt. Dabei entspricht eine optigaicate (OD) bei 260 nm (Ofgy)
von 1,0 ca. 50 pug doppelstrangiger DNA/ml. Fir RBi#sprache eine Qg von 1
ca. 40 pg/ml, bei Nukleinsauren 20 pg/ml.

Das Verhaltnis von OD260/0D280 gibt Auskunft Gber Reinheit der DNA-LOsung.
Bei reiner DNA betragt das Verhaltnis 1,8 bis R@oteinverunreinigungen hingegen

werden bei einer Wellenlange von 320 nm detektiert.

2.2.13 South Western Analyse (Slot Blot)

Von entsprechend behandelten oder unbehandelteanZelirde die genomische DNA
wie unter 2.2.11 beschrieben isoliert. 2 pg did3BIA wurden mit TE-Puffer zu
einem Endvolumen von 100 ul verdinnt. Die Denatung erfolgte bei 95 °C fir 10
Minuten mit anschlieBendem Abkihlen in Eiswasserfdigte eine Zugabe von 100
pl eiskaltem 2 M Ammoniumacetat.

Zur Vorbereitung der Slot-Blot Apparatur wurde elgbond-N+-Membran mit 1 M
Ammoniumacetat getrankt und in die Apparatur eimgels. Die Proben wurden nun
vollstandig (200 ul) in die Slots pipettiert undtrHiilfe einer Vakuumpumpe und dem
entsprechendem Unterdruck durch die Apparatur garogobei die DNA aufgrund
der PorengrofRe der Membran an dieser hangen dialbh dem einmaligen Waschen
der Membran mit 1 M Ammoniumacetat und anschlie3eh@® erfolgte eine 5-
minutige Inkubation in 5x SSC-L6sung. Danach wudie2 Membran in einem Ofen
zur Fixierung der DNA an die Membran fiur 2 h bei 80 ,gebacken”. Nach der
Fixierung erfolgte, um eine unspezifische Antikgipedung zu verhindern ein
Blockierungsschritt (Blockierungspuffer 1; 4 °C ().NNach 1 h Inkubation mit dem

primaren Antikorper bei RT und einer weiteren 2aghigen Inkubation mit dem
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korrespondierenden Zweitantikorper erfolgte diedReon der AK-Bindung mittels
ECL-Reaktion auf Autoradiogrammen.

2.2.14 Immunfluoreszenzfarbungen yH2AX-Foci

Zur Immunfluorerszenzfarbung musste eine vorbardaeOberflachenbehandlung der
Deckglasschen durchgefuhrt werden. Hierzu wurdesedfir 15 min. in Diethylether
inkubiert und anschlieRend mit 100 % und 70 %-Edhgewaschen. Danach erfolgte
eine Atzung der Oberfliche in 1 M HCI. Nach dies@uhritt wurden die
Deckglasschen bis zur weiteren Verwendung in 7CG#igthanol gelagert.

Zur Verwendung der Deckglaschen wurden diese inbdaitigten Anzahl in 6-well
Platten oder 6 cm Schalen tberfuhrt und ,zum treckraufrecht hingestellt. Nach
dem trocknen konnten diese flach in die jeweiligine®e gelegt werden und Zellen
darauf ausgesat werden. Diese wurden nach dem igdirdamach mindestens 24 h
entsprechend behandelt und nach bestimmten ZeienFidierung durchgefihrt.
Hierzu wurde das Medium entfernt und der Zellragelh PBS gewaschen. Zur
Permeabilisierung der Zellmembran erfolgte eineub@tion der Zellen in 4 %
Formaldehyd in PBS flir 15 min. Nach dreimaligem @& mittels PBS wurden die
Zellen durch Inkubation mit eiskaltem Methanol @3 bei -20 °C fixiert. Die Zellen
wurden anschlie3end 1 h in Blockierungspuffer 8hsi2.3) geblockt und mit dem
primaren Antikorpery-H2AX 1:1000) Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am héaten
Tag wurden die Zellen zweimal mit PBS und PBS/0,ANBICI gewaschen, um die
Hintergrundsignale zu reduzieren. Vor der Zugalesdkundéaren Antikdrpers (Alexa
Fluor 488, goat-anti-mouse 1:500) erfolgte ein mediges waschen mit PBS/0,3 %
Triton. Die Zweitantikorperinkubation dauerte 2Nach weiteren drei Waschschritten
mittels PBS, welche im Dunkeln erfolgte, wurden Dieckglaschen mittels Mounting
Medium (10 pl) auf einen Objekttrager aufgebradBine gesonderte Inkubation
mittels DAPI erfolgte nicht, da das Mounting MediWectashield, Axxora) bereits
DAPI enthélt. Die luftdichte Versiegelung der Olijekger erfolgte mittels Nagellack.
Die anschlieBende Darstellung der Kerne und Focifolgte mittels

Fluoreszenzmikroskop bei einer 1000-fachen Verguiite
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2.2.15 GST-PAK Pulldown-Assay

Der GST-PAK Pulldown Assay ist ein Rac-1 Aktivitd#gsay, basierend auf dem Rapl
Aktivitatsprinzip von Franke et al. 1997. Dazu wairdin Glutathion-S-Transferase
(GST)-PAK-CD Fusionsprotein verwendet, die die Rad Cdc-42 Binderegionen

von humanen Pak1B beeinhaltet. Das genaue Prozeded®, wie in Sander et al.

beschrieben, durchgefiihrt (Sander, E.E., 1998).

2.2.16 Induktiv gekoppelte Massenspektrometrie (ICRMS)

Die DNA wurde aus 2xT0entsprechend behandelten Zellen isoliert. Dasaratene
organischen Material musste fur die Messung detin®daung vollstandig mittels
HNOs; hydrolisiert und oxidiert werden. Daftur wurden #0 der DNA mit 3 ml
Reinstwasser (Millipore) und mit 160 pl rauchendgalpetersaure versetzt. Die
Messung des Platingehaltes erfolgte dann an einBriGP-MS, Element 2 (Thermo
Finigen, Bremen). Die Eichung erfolgte mittels Pistandards 1 g/l (Fluka-Riedel-de
Haen, Seelze). Die Berechnung der Platinadduktelgeef anschlieRend mittels

folgender Formel:

Platinmassenkonz. (g/l)
M (Pt) g/mol

rB-Wert =
DNA-Massenkonz. (g/l)

@ M (Bp) g/moal)

Zur Erklarung: Die Platinkonzentration berechnethsiaus dem Quotienten der
Massenkonzentration und der Molmasse von Platis,Bg/mol). Die Konzentration
der Basenpaare ergibt sich aus dem Quotienten N&-Ndassenkonzentration und
der durchschnittichen Molmasse eines Basenpaé&f3 ¢/mol). Das Verhaltnis der
Konzentration entspricht dem molaren Verhaltnis wird als der rB-Wert bezeichnet.
Die Platinierungsmessung erfolgte  dabei  durch  @mser kroatischen

Kooperationspartner am Rudjer Boskovic InstitutuHDa. Maja Osmak.
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3. Ergebnisse

3.1 DNA-schadensabhangige Aktivierung von Stresskasen

Humane Fibroblasten als Modell zur Analyse Cisplatinduzierter spaten
SAPK/JINK Phosphorylierung

Die in dieser Arbeit bearbeitete Thematik bescbéfsich mit den durch Cisplatin
hervorgerufenen spaten DNA-Schadensmechanismen. Abiieit schlie3t dabei
nahtlos an Vorarbeiten meiner Kollegin Julia Rosk.d@amrot an. Aus diesem Grund
wurde zum Einstieg ein Ergebnis aus ihrer Vorarbeérnommen und gezeigt, dieses
ist jedoch zur Unterscheidung von den eigenen Rifargenau gekennzeichnet.

Die Ergebnisse von Julia Rose zeigten, dass in fitmoblasten (MEFs) eine
Korrelation zwischen platinierten DNA-Addukten urter Phosphorylierung von
Stresskinasen insbesondere SAPK/JINK-Kinasen bggtbhtl)

Zur Untersuchung wurden wildtypische Mausfibroldast mit steigenden
Konzentrationen von Cisplatin behandelt und ane@eind Western-Blot Analysen mit
spezifischem p-JNK Antikérpern durchgefihrt. Das@@er Induktion wurde durch
Quantifizierung der Signalstarke ermittelt, wobasdstarkste p-JNK Signal gleich 1
gesetzt wurde. Parallel dazu wurden die Platin-Atiellder DNA mittels ICP-MS
(inductively-coupled-plasma mass-sprectrometry) tibest. Die Induktion der
SAPK/INK wurde dann gegen die DNA-Adduktmenge awégen. Das dadurch
ermittelte Bestimmtheitsmalf (0.97) machte deutlitadss die DNA-Adduktmenge mit
der Starke der SAPK/IJNK Phosphorylierung korredietind somit in linearem
Zusammenhang steht. Die Abbildung 1 zeigt das Hrigeldas damals von Julia Rose

ermittelt wurde.
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Abbildung 1: Korrelation zwischen der SAPK/INK Induktion und der Bildung
von Cisplatin DNA-Addukten nach 24 h.

Behandlung mit zunehmenden Konzentrationen an &ispffur 24 h in wildtypischen
Mausfibroblasten (Balb/c). AnschlieRend wurden \WesBlot Analysen mit
phosphospezifischen SAPK/IJNK Antikoérper (p-JNK) ahgefihrt. Vergleichend dazu
wurde mittels ICP-MS die Menge an DNA-Platin-Adderkt bestimmt. Zur Berechnung
wurde die p-JNK Induktion quantifiziert, in dem dsérkste Peak gleich 1 gesetzt wurde.
Die restlichen Proben wurden in Relation dazu beret Das BestimmtheitsmaR?Rvurde
mit einem Tabellenkalkulationsprogramm ermittg@iuélle: Dissertation Julia Rose).

Untersuchungen von 1,2-GG Intrastrand Crosslinkigetsi South Western Methode
sollten dieses Ergebnis verifizieren. 1,2-GG Irteasd Crosslinks werden durch
Cisplatin hervorgerufen, in dem das Cisplatinmolddédingt durch seine besondere
Struktur zwischen dem 1. und 2. Guanin der DNA @&@nacke (Crosslink) schlagt.

Die Untersuchung erfolgte in wildtypischen humarté@broblasten (GM637) nach

einer kontinuierlichen Behandlung mit Cisplatin #ith bzw. 24 h. Die DNA wurde

danach isoliert und anschlie3end mittels Southwestaalyse analysiert. Parallel
dazu erfolgte eine Western-Blot Analyse zur Ermmij des SAPK/INK

Phosphorylierungsstatus. Im Gegensatz zum SoutbmeBtot wurde hier allerdings

als friher Analysezeitpunkt ein 6 h Wert untersucAbbildung 2 zeigt die

Gegenuberstellung beider Ergebnisse.
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Abbildung 2: Verifizierung der Korrelation der Meng e an Cisplatin DNA-
Addukte mit der dualen Phosphorylierung der SAPK/INK.

Kontinuierliche Behandlung von humanen GM637 Fillmseten mit ansteigenden
Cisplatinkonzentrationen. Sowohl bei friihen (4 Is)auch bei spaten Zeiten (24 h) ist in der
Southwestern-Analyse (A) bereits bei 20 pM einetld#ae Bildung von 1,2 GG Intrastrand
Crosslinks zu beobachten. Zu frihen Zeiten (6nhjlér Western-Blot Analyse ist erst bei
Konzentrationen von 50 uM eine duale Phosphoryligreu sehen. Zusatzlich dazu, wurde
die Serl139-Phosphorylierung von HistonAX als genereller Surrogatmarker der DNA
damage response (DDR) untersucht. Als Ladekontdidiete ERK2. Con sind unbehandelte
Kontrollen.

In Abbildung 2 ist ein Gleichgewicht der CisplafiNA Addukte ab einer 20 uM
Cisplatin Behandlung fur 4 h und 24 h erkennbaricines mit der Konzentration
zunimmt. (Abb.2A). Das Maf3 an DNA-Addukten ist n&hh aber deutlich hoher als
nach 4 h. Im Vergleich der beiden Analysen (AbB @nd B) ist zu erkennen, dass zu
frihen Zeiten bei einer Konzentration von 20 pMnkeKorrelation zwischen der
Menge an Cisplatin-DNA Addukten und phosphorylier®@APK/IJNK besteht. Zu
frhen Zeiten ist in Abb. 2A deutlich die Bildungrv Cisplatin-DNA Addukten zu
erkennen, jedoch findet in Abb. 2B keine Phosphemnyhg der SAPK/INK statt. Die
Cisplatin-DNA Addukte scheinen keine Stress-Antwiont Sinne einer Aktivierung
von Stresskinasen zu generieren. Zu spaten Zettem) nach Cisplatin Behandlung
zeigte sich bei erhohten DNA Addukten auch eine afume der SAPK/JNK
Phosphorylierung als auch eine erhohte H2AX Phagfiboung. Es scheint daher,
dass DNA-Addukte zu spaten Zeiten eine SAPK/IJNKiAdtung bewirken.

Die Frage, die sich nun stellte, war, welcher Wemyv.bVermittler diese spéate
Aktivierung bedingt. Die Idee war nun, ROS (rea&tiSauerstoffspezies) als
maoglicher Kandidat zu untersuchen, der die Versmittlle zwischen DNA-Schaden
und JNK-Aktivierung ubernehmen koénnte. Dazu wurdeowohl Balb/c
Mausfibroblasten, als auch humane GM637 Fibrohtasté einer kontinuierlichen

Cisplatinbehandlung fir 16 h behandelt. Anschliel3erfolgte die Préaparation der
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Zellen wie in Teil 2.2.5.1 beschrieben um die RO8skung mittels FACS-Analyse
durchfiihren zu kénnen. Abbildung 3 zeigt die Gedpensitellung der Ergebnisse.

Counts

FL1-H FL1-H

Abbildung 3: FACS-Analyse (luorescence activated cell sorting) von GM637
und Balb/c Fibroblasten, nach einer kontinuierlicha Cisplatin Behandlung fur
16h. Keine ROS-Bildung in humanen GM637-Zellen. In Mamsfblasten (Balb/c) wird
durch Cisplatin eine ROS-Produktion initiiert, dikerdings dosisunabhangig zu sein scheint.
Dargestellt ist das Ergebnis eines reprasentaixg@eriments.

Die Behandlung von humanen- (GM637) und Mausfitastan (Balb/c) mit Cisplatin
fuhrte in GM637 zu keiner ROS-Produktion (Abbildudiginks). Die Zellen scheinen
unsensibel auf Cisplatin induzierte ROS-Bildungsein. Balb/c-Zellen zeigten zwar
eine Bildung von ROS, diese war allerdings dosibhéagig.

Inwieweit DNA-Schaden ursachlich fir die spate, ctiurCisplatin induzierte
SAPK/INK Phosphorylierung ist, bleibt unklar. Dideé war nun, DNA (Plasmid-
DNA) mit Cisplatin zu platinieren und diese in wifgdische GM637 Fibroblasten zu
transfizieren. Da unbehandelte wildtypische Zelemmalerweise keine SAPK/INK
Phosphorylierung zeigen, sollte mit dieser Versanbsdnung der Zusammenhang
zwischen platinierter DNA und SAPK/JNK Aktivierurmgsstand gezeigt werden. Die
Methode erfolgte in abgewandelter Form nadéinsson und Woo@Hansen et al.
1989). 24 h nach der Transfektion erfolgte die #Asal des SAPK/INK

Phosphorylierungszustandes. Als Kontrolle dienteetniandeltes Plasmid.
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Abbildung 4: Humane Fibroplasten (GM637) 24 h nachTransfektion mit
platinierter Plasmid-DNA. Platinierte Plasmid-DNA wurde in wildypische GM637
Zellen transfiziert. Als Kontrolle diente nicht glaerte Plasmid-DNA (Con)yH,AX zeigt
wie erwartet unter diesen Bedingungen keine Venamde Als Ladekontrolle diente ERK2.

Abbildung 4 zeigt, dass platinierte-Plasmid DNAdstr Lage ist, die Aktivierung der
SAPK/INK zu stimulieren. Unplatinierte DNA fuhrt, iev erwartet, zu keiner
Veranderung. Ebenso igd2AX nicht verandert. Nunmehr sollte geklart werdeh
und wie Cisplatin induzierte DNA-Addukte fir die &p SAPK/INK Antwort
verantwortlich sind. Auf Grundlage von Erfahrungiar Arbeitsgruppe wurden Zellen
in die Untersuchungen mit einbezogen, die Defektedér NER, der Nukleotid-
Exzisionsreparatur, aufweisen. Transkriptionsbloekts auch die transkriptions-
gekoppelte Nukleotidexzisionsreparatur (TC-NER)dsiwesentliche Determinanten
der Cisplatin Sensitivitat. Daher wurden fur dieiteilen Versuche Zellen mit einem
Defekt in der TC-NER, sogenannte CSB-Zellen verveeéndDie ersten
Untersuchungen waren Zeitstudien, in denen geraglien konnte, dass CSB-Zellen
im Vergleich zu GM637 Zellen zu spaten Zeiten (1ink 24 h) deutlich ausgepragter
im Grad der Phosphorylierung von SAPK/JNK sind (AbB). Die Untersuchung zu
spaten Zeiten (24 h) erfolgte dann konzentratiom&agig (Abb 5B). Es konnte
weiterhin ein Anstieg der SEK1/MKK4 (p-SEK1) eingUpstream-Kinase® der
SAPK/JINK zu spaten Zeiten gezeigt werden (Abb.5 B).
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Abbildung 5: TC-NER defekte CSB-Zellen zeigen eineerstarkte SAPK/IJNK
Phosphorylierung zu spaten Zeiten (16 h und 24 h)ach Cisplatin Behandlung.
(A)Wildtypische GM637 Zellen und SV40 immortalisietemane CSB-Zellen, mit einem
defekt in der TC-NER wurden fur 2-24 h mit Cisptabehandelt und danach auf lhren
Phosphorylierungsgrad hin untersucht. (B) Analyse 8APK/JNK Phosphorylierung (p-
JNK) zu spéten Zeiten nach Behandlung mit niedrigdsplatin-Konzentrationen. Die
,upstream“-Kinase SEK1/MKK4 (p-SEK1) wurde ebendalluntersucht. Con sind
unbehandelte Kontrollzellen. ERK2 diente als ingetadungskontrolle.

Wie oben bereits beschrieben, zeigen CSB-Zellenammvgsgemal die spate
Aktivierung der SAPK/INK nach Cisplatin Behandlurgomit ist das ,Zellpaar®
GM637 und CSB flur weitere Untersuchungen geeigvet.die Beteiligung von CSB-
Protein Uber eine andere Methodik zu verifiziergarde das CSB-Protein in Primaren
Humanen Fibroblasten mittels si-RNA herunterregtiliddes Weiteren wurden

Mausfibroblasten (MEFs) mit einem Defekt im CSB4eno auf die spate SAPK/IJNK
Aktivierung hin untersucht.
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Abbildung 6: Primare humane Fibroblasten zeigen nah si-RNA knockdown
von CSB eine verstarkte SAPK/IJNK Phosphorylierung @ spaten Zeiten (24 h).
CSB defiziente Mausfibroblasten (MEFs) zeigen phangpisch ebenfalls eine
verstarkte Aktivierung der SAPK/INK nach Cisplatin Behandlung. (A) Priméare
humane Fibroblasten wurden mittels siRNA fur CSBt&in behandelt. Der Knock-down
wurde mittels Western-Blot Analyse und CSB-Antikérgiberprift. Die CSB-Knock-Down
Zellen wurden mit einer kontinuierlichen Cisplatiiandlung fur 24 h inkubiert und der
Phosphorylierungzustand der SAPK/IJNK mittels Weskipt Analyse Uberprift. (B)
Mausfibroblasten (MEFs), profizient bzw. defizigf@SB"" bzw. CSB’) in CSB-Protein
wurden auf lhren Phosphorylierungszustand nachi@is@Behandlung (24 h) tberprift. Con
sind unbehandelte Kontrollzellen. ERK2 diente atefine Ladungskontrolle.

In Abbildung 6A ist zu erkennen, dass wildtypisgnenare Fibroblasten nach Knock-
down des CSB-Proteins eine Aktivierung der SAPK/Jh&ch Cisplatinbehandlung
zeigen. Nicht mit siRNA behandelte Zellen zeigeesdn Effekt nicht (Abb. 6A,
links). Die Uberpriifung des knockdown erfolgte eilit eines spezifischen CSB-
Antikdrpers. Nach siRNA Behandlung war das CSB-&rohicht mehr zu detektieren.
Das schliel3t somit auf einen funktionieren Knock-Ou

Auch CSB defiziente Mausfibroblasten zeigten zuep&eiten (24 h) nach Cisplatin
Behandlung eine im Vergleich zu wildtypischen MEHBsutlichere Phosphorylierung
der SAPK/JNK (Abb. 6B).

In weiteren Experimenten sollte die Annahme bagtatverden, dass der DNA-
Schaden der initiale ,Trigger® fur die SAPK/JNK Rphorylierung ist. Zu diesem
Zweck wurde die S139 Phosphorylierung des HistoAXl2aher untersucht. H2AX
dient als Indikator fur die Bildung von Doppelstglnichen. Werden
Doppelstrangbriche erkannt, wird H2AX im Zuge détADdamage response (DDR)
phosphoryliert. Dies kann man mittels zweier urdieiedlicher Verfahren messen.
Zum einen durch immunhistochemischen Nachweis ybBl2AX-Foci und zum
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anderen durch Western-Blot Analyse mit einem Amnfled fir phoshoryliertes H2AX
(yYH2AX).
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Abbildung 7: Untersuchung der Doppelstrangbruchformation durch Nachweis
von yH2AX-Protein mittels Immunhistochemie (A) und Westen-Blot Analyse
(B), zu spaten Zeiten (16 h) nach kontinuierlicherCisplatin Behandlung. (A)
GM637 und CSB Zellen wurden mit 5 puM Cisplatin batelt und nach einer
Inkubationszeit von 16 H2AX Foci immunhistochemisch nachgewiesen. Die DAPI
Farbung erfolgte zum Nachweis der Zellkerne. Veigriing 100-fach. (B) Western-Blot

Analyse paralleler Extrakte zu 16 h. Con sind urlpelelte Kontrollen. Actin dient als
interne Ladekontrolle.

In Abbildung 7 ist deutlich zu erkennen, dass sdwaimunhistochemisch als auch
auf Western-Blot Ebene CSB-Zellen eine verstarkt8AX Phosphorylierung
(yH2AX) zeigen. In GM637 Zellen ist immunhistochentiseyH2AX nicht
nachweisbar, allerdings zeigt die Cisplatinbehamgllauf Western-Blot Ebene ein
eindeutiges Signal, das jedoch deutlich schwadtels in CSB-defizienten Zellen.
Somit scheinen Doppelstrangbriiche einer der magtichrigger fur eine SAPK/INK

Phosphorylierung darzustellen. Um diese Hypothesdtew abzusichern wurden,
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neben dem Nachweis von DSB mittels Immunhistocheml Western-Blot

(yH2AX), Doppelstrangbriiche zusatzlich mittels NelettaKomet Assay erfasst.

CSB

Abbildung 8: Komet-Assay Analyse von GM637 und CSEellen nach 24 h
Cisplatin Dauerbehandlung. (A) Quantitative graphische Darstellung des olivel ta
moments (OTM) der ausgewerteten Kometen. Dargesteltl Mittelwerte +SD aus n=50
Versuchen. Con sind unbehandelte Kontrollzellen.z&gt exemplarisch jeweils ein Beispiel
der detektierten Kometen. VergréRerung 100-fach.
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Die Ergebnisse der Kometenanalyse zeigen, dadsegn Zelllinien Cisplatin in der
Lage ist DSB zu induzieren. In CSB-Zellen jedochdsr Effekt deutlich verstarkt,
wie aus Abbildung 8A in der graphischen Darstelltiegvorgeht. Abbildung 8B zeigt
nur exemplarisch ausgewertete Kometen, die zurilBeging herangezogen wurden.
Deutlich zu erkennen ist in Cisplatin behandelt&BZellen die Lange der gebildeten
Kometenschweife.

Diese Daten lassen darauf schie3en, dass sekunD&tA-Lasionen, wie
beispielsweise Doppelstrangbriiche (DSBs), fur Sigmalling zu SAPK/IJNK eher
relevant sind als primare, durch Cisplatin hervartgne DNA-Addukte.
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3.2 Replikation assoziierte Mechanismen tragen zukktivierung der
SAPK/JINK in CSB-defekten Zellen bei

Nachdem festegestellt werden konnte, dass Dopaefiriche als sekundare
Lasionen die wahrscheinlichste Erklarung fur diétepSAPK/IJNK Aktivierung ist,
sollte nunmehr untersucht werden, wie der Weg ven BSBs zu der SAPK/JNK
Aktivierung von statten geht. Um dies zu klaren,raden Replikations-assoziierte
Mechanismen untersucht, die moglicherweise in péesAktivierung der SAPK/INK
nach Cisplatin Behandlung eingreifen. Zu diesem dwevurden primar die

Checkpoint-Kontrollmechnismen untersucht.
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Abbildung 8: Cisplatin induzierte Checkpointaktivierung in CSB-defekten
Zellen. (A) Western-Blot Analyse nach 6 h und 16 h kontmlicher Cisplatin Behandlung
(5 pM) in Wildtyp (GM637) und CSB-Zellen. Der Phospylierungsstatus von ATR (p-
ATR) und Chk-1 (p-Chk-1) wurde untersucht. (B) Amsd des Chk-2
Phosphorylierungsstatus 16 h & 24 h nach Cisplatiabdlung in GM637 und CSB-Zellen.
Con sind unbehandelte Kontrollzellen. ERK2 diengargterne Ladungskontrolle.

Bei der Untersuchung von Checkpoint-Kontrollmeckaren konnte gezeigt werden,
dass in CSB-defizienten Zellen nach Cisplatin Belharg eine deutlich Aktivierung
der Checkpointkinasen auftritt (Abb. 8A und 8B; pHG1 und p-CHK-2). ATR, eine
Serin/Threonin spezifische Proteinkinase, die nealikationsblockierenden DNA
Lasionen aktiviert wird, zeigt ebenfalls eine Erbidg zu spéaten Zeiten nach Cisplatin
Behandlung an. Somit konnte gezeigt werden, dasskKplointkontrolle zum einen, als
auch DNA-Schadenserkennung durch ATR eine wiclRigke spielen.
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Die Frage, die nun darauffolgend geklart werdenltesolst, ob replikative
Mechanismen an der Signalweiterleitung beteiligdsiZu diesem Zweck wurden in
weiteren Untersuchungen moégliche Unterschiede iiredpression des heterotrimeren
Protein RPA (Replication protein A) zwischen Wildtynd CSB-Zellen analysiert.
Wie bereits erwahnt ist RPA ein heterotrimeres dtnotbestehend aus den
Untereinheiten RPA70, RPA32 und RPA 14. Es bindektan einzelstrangige DNA
(ssDNA) und wurde als essentieller Faktor fur mhevitro Replikation identifiziert
(Wobbe et al. 1987). An dieser Stelle soll auchémt werden, dass RPA durch ATR
gesteuert wird (Vassin et al. 2009).

In den nachfolgenden Versuchen konnte sowohl au$t¥ve-Blot Ebene, als auch
immunhistochemischem Wege gezeigt werden, dass RR8hweislich eine

Aktivierung erfahrt. Nachfolgende Abbildung zeigge ¢heiden Experimente.
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Abbildung 9: Aktivierung des Replikationsprotein A (RPA) zu spéaten Zeiten (16

h) nach dosisabhangiger Behandlung mit Cisplatin @DP). (A) Western-Blot
Analyse zum Nachweis der Phosphorylierung des RP&tels. Phosphoryliertes RPA
Protein (Pfeil) bei CSB defizienten Zellen berdits 5 pM Cisplatin Dosis erkennbar. Bei
profizienten Zellen (GM637) ist dies bei gleichezlfandungszeit erst ab einer Dosis von 25
UM zu erkennen.Con sind unbehandelte Kontrollzellen. Actin diensds interne
Ladungskontrolle(B) Immunhistochemischer Nachweis von RPA-FocCiaB-Zellen. Die
Behandlungszeit ist wie in Versuchsteil A 16h baee Dosis von 5 pM. VergrofRerung 100-
fach.

Wie in Abbildung 9 zu erkennen ist erfolgt eine ikid¢rung des RPA-Proteins bei
sowohl CSB-profizienten, als auch defizienten Zellea den meisten Untersuchungen
wurde eine Cisplatin Konzentration von 5 pM gewalei dieser Konzentration
zeigen CSB-Zellen im Gegensatz zu wildtypischen GK&ellen eine deutliche
RPA-Aktivierung (Pfeil). GM637 Zellen bendtigen diich hohere Konzentrationen,

um ein vergleichbares Signal zu generieren.
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Eine weitere Bestatigung, dass replikative Mechaais eine Rolle bei der Cisplatin
induzierten spaten SAPK/JNK Aktivierung spielenigeein Vergleich logarithmisch
wachsender Fibroblasten von Mensch und Nager mit nwachsenden Zellen.
Grundannahme dabei ist, dass konfluente Zellenein Retrischale ihr Wachstum
einstellen und somit nicht mehr replikativ aktingj logarithmisch wachsende Zellen
dahingegen sich weiterhin replizieren. Das Ergeldeisdurchgefiihrten Western-Blot

Analyse ist nachfolgend dargestellt.
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Abbildung 10: Gegenuberstellung wachsender und nig¢hwachsender
(konfluenter) humaner und Mausfibroblasten. Fibroblasten von Mensch (CSB,
NHDF) und Nager Balb/c) wurden entweder zur volléanfluenz (confl), oder noch
logarithmisch (log) wachsen gelassen. Eine Behaigdéufolgte bei CSB Zellen fir 24 h mit
5 uM Cisplatin (links). In NHDF (normal human deinfiaroblasts) als auch Balb/c Zellen
erfolgte die Behandlung Gber 24 h mit einer Konzitn von 50 uM (rechts). ERK2 diente
als Ladekontrolle, Con sind unbehandelte Kontrdépe

Aus der Gegenuberstellung der logarithmisch vs.fluent gewachsenen Zellen ist
ersichtlich, dass Replikation wie bereits mitteBARProtein bewiesen, einen Einfluss
auf die SAPK/IJNK Aktivierung hat. CSB-Zellen zeigteerwartungsgemaf in
konfluent wachsenden Zellen das bereits beschreeliggebnis einer spaten durch
Cisplatin hervorgerufenen Aktivierung der SAPK/JNBInd diese Zellen allerdings
konfluent gewachsen und somit in einen nicht rgphlen Status Ubergegangen,
verschwindet auch das Signal der SAPK/JNK Aktivigru Dies ist ebenfalls in
normalen humanen Hautfibroblasten (NHDF) als auoh Mausfibroblasten zu

erkennen.

In einem weiteren Schritt wurde der Ubiquitiniersmgstand des FANCD2 Proteins

(Fanconi anemia group D2 protein), welches nachAfd¢haden in einem

monoubiquitiniertem Zustand vorliegt, untersuchie Dbiquitinierung der FANCD2
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ist notig fur die Translokation des Proteins in d&etikern, als auch fir die Interaktion
mit der Nuklease FAN1 (Liu et al. 2010). FANCD2 &h Schlusselprotein in der
homologen DNA-Reparatur. Die Untersuchung erfoigtitels Western-Blot Analyse.
Interessant ist, dass wildtypische GM637 und CSiigate Zellen beide in gleichem
Mafl3e auf die Cisplatinbehandlung reagierten. Désstl darauf schliel3en, dass die
erhohte SAPK/IJNK Aktivierung in CSB-Zellen nichtrdb eine zuvor stattfindende
Aktivierung des FANC-Signalweges begunstigt wirdied®r Signalweg spielt
normalerweise eine Schlisselrolle in der Intra-&@dehCheckpunkt Aktivierung nach

Behandlung mit Interstrand cross-linking Agentiee @isplatin.
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Abbildung 11: Ubiquitinerungszustand des FANCD2 Preéeins nach Cisplatin-
behandlung (5 uM) in wildtypischen humanen GM637 ud CSB-Zellen.6 h und
16 h kontinuierliche Cisplatinbehandlung. Der Pgiigt die ubiquitinierte Form an.

Die Untersuchung der FANCD2 Ubiquitinierung zeigne Unterschiede zwischen
wildtypischen und CSB-defizienten Zellen, wederfdihen noch zu spaten Zeiten.
Die Ergebnisse fiihren zu der Frage, in wie wengkaiptionelle Mechanismen eine
Rolle fur die spate SAPK/IJNK Aktivierung spielenurZUntersuchung dieses
Sachverhaltes diente uns die pharmakologische itidribder Transkription durch
RNA-Polymerase |l Inhibitoren, wie a-Amanitin oder 5,6-dichloro-B-D-
ribofuranosylbenzimidazol (DRB). Die Inhibitoremdibekannt daftir, dass sie p53 zu
aktivieren.
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Abbildung 12: Pharmakologische Inhibition der Transkription durch RNA-
Polymerase Il Inbibitoren (a-Amanitin, 5,6-dichloro-1-p-D-
ribofuranosylbenzimidazol — DRB) mit anschlieendetUntersuchung der JNK-
Phosphorylierung. Jeweils zwei Konzentrationen der Inhibitoren wurdgmgesetzt. Fir
a-amanitin 0,5 pg/ml o-Am1) und 2,0 pg/ml -Am2), sowie fur 5,6-dichloro-B-D-
ribofuranosylbenzimidazol 40 uM (DRB1) und 80 uMRBR2). Die Behandlungsdauer

betrug 6 h. Cisplatin (100 uM) diente als Positivkolle. Con sind unbehandelte Kontrollen.
ERK?2 diente als interne Ladungskontrolle.

Das Ergebnis zeigte nach Hemmung der RNA-Polymeliskeine Aktivierung der

SAPK/INK. Dies lasst darauf schlieBen, dass phaotoglsche Inhibition der

Transkription allein nicht in der Lage ist den Siymeg zur SAPK/IJNK auszultsen
und deren Phosphorylierung zu initiieren.

In wieweit DSB alleine fur eine Aktivierung der &sskinasen SAPK/JNK
ausreichend sind und welche genaue Funktion sieidadben, wird im folgenden

Kapitel ndher untersucht werden.
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3.3 Sind Doppelstrangbriiche als initialer Auslosefir die SAPK/INK
duale Phosphorylierung ausreichend?

Um die Bedeutung der Doppelstrangbriche fir daschdu€isplatin (cDDP)
hervorgerufene SAPK/IJNK Signalling herauszufindemyrde der Effekt von
ionisierender Strahlung (IR), welche als Erzeugam Doppelstrangbrichen bekannt
ist, auf die duale SAPK/INK Phosphorylierung hitensucht (Abb.13 A). In weiteren
Versuchen wurde zum einen ionisierende StrahlurRy (it einer Ko-Behandlung von
RNA-Polymerase Il Inhibitoren (Abb. 13 B), zum arsle Cisplatin mit Ko-
Behandlung von RNA-Polymerase Il Inhibitoren (ARBC) untersucht.
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(100 uM, 6 h)
E
< o
1
C 2 0
+ ¥
~ N~ QN «— N
ED_D.D_D_CLD_D_
5$2555555
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p-JNK |- - - e
EKR2 | st S o

cDDP (20-100 pM,6 h)

Abbildung 13: lonisierende Strahlung als Erzeuger wn Doppelstrangbrichen
und dessen Relevanz fur die duale Phosphorylierungon SAPK/INK. (A) GM637
Zellen wurden mit Dosen bis zu 10 Gray ionisiererteahlung behandelt und anschliel3end
der Phosphorylierungszustand der SAPK/INK untetsu@) Kombination von IR mit
RNA-Polymerase Il Inhibitoren. GM637 Zellen wurdimn 2 h mit Inhibitoren vorbehandelt,
danach mit 5 Gray bestrahlt. Nach weiteren 6 h ealelr Phosphorylierungsstatus bestimmt.
(C) GM637 Zellen wurden mit RNA-Polymerase Inhib&o fir 2 h vorbehandelt und
anschlieRend mit Cisplatin behandelt (cDDP1 = 2Q pPDP2 = 100 uM). Nach 6 h wurde
der Phophorylierungsstatus der SAPK/INK bestimmbn Gind jeweils unbehandelte
Kontrollen.ERK2 diente als interne Ladungskontrolle.
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Es konnte gezeigt werden, dass Dosen bis zu 10i61@¥637 Wildtypzellen, keine,
mittels SEK1/MKK4 katalysierte friihe (4 h) oder 8p&4 h) duale Phosphorylierung
der SAPK/JINK hervorzurufen vermégen (Abb13A). Désiaipe gilt in Kombination
mit Polymerase Il Inhibitoren (Abb.13 B). Ebenfalisnnte gezeigt werden, dass die
Kombination von Cisplatin mit den RNA-Polymeraselhibitoren auch nicht zu
einer Potentierung des Cisplatin Effektes fuhrti{ABC)

Zusammenfassend lasst sich nach diesen Ergebrsagen, dass Doppelstrangbriiche
weder allein, noch in Kombination mit Transkriptstmiock in der Lage sind,
SAPK/JINK zu aktivieren.

Der Verdacht lag nunmehr nahe, dass agenzspesfidelchanismen Einfluss nehmen
kénnen. Weitere Versuche sollten dies klaren. BEmte dabei gezeigt werden, dass
die Aktivierung der SAPK/JINK in CSB defekten Zellemer strikten Agenzspezifitat

unterliegt. Weder UV-C Licht noch Zytostatika wi@tEmustin, ein weiterer Cross-

Linker, sind in der Lage, die gleichen ReaktionenCiSB-Zellen hervorzurufen wie

Cisplatin. Nur Transplatin, ein trans-Stereoisoman Cisplatin, zeigt ebenfalls eine

erhohte Phosphorylierung von SAPK/INK in CSB-dedakZellen zu spaten Zeiten

(Abb.14).

A B
GM637 CSB
GM637 CSB %% %% GM637  CSB
c c C C
S8 88§ So2 852 §«§§ 8E§
P-INK [ || e =« | P-INK|[Z === Nk ——
tDDP (450 uM)

UV-C (20 J/m?) Fotemustin (24 h)

Abbildung 14: Untersuchung von UV-C Licht, Fotemusin, und Transplatin auf
die spate Phosphorlierung von SAPK/JNK in Wildtyp ind CSB-defizienten
Zellen. (A) GM637 und CSB Zellen wurden mit Dosen von 28°ehandelt und nach 16 h
bzw. 24 h auf die Phosphorylierung der SAPK/JNK dnitersucht. (B) Fotemustin wurde in
GM637 und CSB Zellen auf die Aktivierung der SAPKK hin untersucht. Die
Konzentrationen betrugen 5 pg/ml und 10 pg/ml Fasgm bei einem Zeitwert von 24 h.
(C) Wildtyp (GM637) und CSB defiziente Zellen wurdéiir 16 h und 24 h mit einer
Konzentration von 450 uM Transplatin behandelt anél die Aktivierung der SAPK/INK
untersuchtCon sind unbehandelte Kontrollzellen. ERK2 died¢araerne Ladungskontrolle.
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Aus Abbildung 14 ist ersichtlich, dass weder UV-@Ht, noch Fotemustin in der
Lage waren, eine verstarkte spate SAPK/JNK Phogpéning zu bewirken (Abb.14

A, B). Einzig Transplatin ein Stereoisomer von @Gsip, fuhrt ebenfalls zu einer

spaten Phosphorylierung der SAPK/JNK (Abb. 14 C)

In diesem Zusammenhang sollte aber erwahnt weddess, Cisplatin und Transplatin
in der Wirkung unterschiedliche Potenz zeigen.s$&isplatin um den Faktor 10 — 15
effektiver in der Aktivierung der SAPK/JNK als Tigplatin in Bezug auf einen

gleichen Level von Platin-DNA Addukten (Abb. 15).

- hort time exposFl)J-rj:NK oop Long time exposure pJNK|§ %8 8_.
(500 pvH ERK2 [~ ] (500 M) - ERK2 ]
orEEEE ] o
0 20 40 60 80 0 5 10 15 20 25 30
Relative p-JNK / 104 adducts Relative p-JNK / 10* adducts

Abbildung 15: Gesamtplatinierung nach kontinuierlicher Behandlung mit
Cisplatin (100 pM; 50 puM) und Transplatin (500 pM)zu 4 h und 24 h in Balb/c
Mausfibroblasten mittels ICP-MS. Der Phosphorylierungsstatus wurde mittels Western-
Blot Analyse bestimmt. Die unbehandelten KontroNemrden gleich 1 gesetzt. Gezeigt ist
der relative Zuwachs der SAPK/INK Phosphorylier(mgNK) in Platin behandelten Zellen
pro 10 Platin-DNA Addukten im Vergleich zu unbehandelt€ontrollen (Con). ERK2
diente als interne Ladekontrolle.

Die Ergebnisse aus den Abbildungen 14 und 15 ladaeauf schlie3en, dass Cisplatin
induzierte Intrastrand-Crosslinks eher als IntaretrCrosslinks den Effekt der
SAPK/INK Aktivierung hervorrufen. Es lasst sichgetl bisher sagen, dass das spéate
SAPK/JINK-Signalling in TC-NER defekten CSB-Zellgpegifisch fur Platinagenzien
zu sein scheint und dass Doppelstrangbriiche salbkt ausreichend sind, diese
Zellantwort selbst hervorzurufen. Im Signalprozestbst spielen DSB anscheinend

jedoch eine essentielle Rolle.
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3.4 DNA-Reparatur Defekte und deren Auswirkungen atispate
SPAK/INK Aktivierung nach Cisplatin Behandlung

Die bisherigen Ergebnisse zeigen, dass die spateiéking der SAPK/JNK durch
Cisplatin bisher CSB-Zellspezifisch ist. Die Fradee sich stellte war, ob ein Defekt
in der DNA-Reparatur, nicht nur durch CSB bedinggndern auch durch andere
Faktoren, die gleiche spate SAPK/INK Aktivierunglasen kann. Es wurden daher in
folgenden Analysen weitere Reparatur defekte Zdatmien auf die spate durch
Cisplatin hervorgerufene SAPK/JNK Aktivierung ursiecht.

Es zeigte sich, dass XPA-mutierte Zellen, ahnliok @SB-Zellen zu spaten Zeiten ein
hoheres Mal3 der Phosphorylierung der SAPK/INK zei@ggbb. 16A). Dieses
Ergebnis lasst vermuten, dass eine nicht effiziBNé-Reparatur von durch Cisplatin
hervorgerufenen DNA-Schaden, zu einem Stress-Siggatler SAPK/INK fuhren
kann. In Abbildung 16B ist zu sehen, dass humarierZenit einem Defekt im XPC-
Protein, welches eine wichtige Rolle bei der glebhaNER spielt, eine verminderte
Aktivierung der SAPK/INK zeigt, sich also gegenbétzzu den CSB- und XPA-
Zellen verhélt. Auch ERCC1-defekte Hamster 43-3Hefezeigen eine reduzierte
SAPK/JINK Phosphorylierung nach 24 h Cisplatin DaAebandlung (Abb. 16C).
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cDDP (24 h) cDDP (24 h) cDDP (20 uM)

Abbildung 16: DNA-Reparatur Defekte und deren unteschiedlichen Effekte auf
Cisplatin induzierte SAPK/IJNK Aktivierung. (A) SV40 immortalisierte humane Zellen
mit einem Defekt in TC-NER durch Fehlen des XPAtBirs (XPA™) und XPPRO12—
Zellen (XPAYT), welche durch stabile Transfektion mit xpa-cDNAederhergestellt wurden,
wurden mit 5 uM oder 10 puM Cisplatin behandelt. Naginer kontinuierlichen 24 h
Inkubation wurde der Phosphorylierungszustand daPK3INK ermittelt. (B) Priméare
humane wildtyp Fibroblasten (HFIB-D) und XPC-detekiumane Fibroblasten wurden fur 24
h mit Dosen von Cisplatin (5-20 uM) behandelt. Nadbr Inkubation wurde der
Phosphorylierungszustand der SAPK/IJNK mittels WeasBlot Analyse ermittelt. (C)
ERCC1-kompetente (CHO-9) and defekte (43-3B) HamZellen wurden mit 20 pM
Cisplatin fir 24h behandelt. Nachfolgend wurde dehosphorylierungszustand der
SAPK/INK ermittelt. Con beschreibt jeweils unbehated Kontrollzellen.ERK2 diente als
interne Ladungskontrolle.
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Die Ergebnisse aus Abbildung 16 zeigen, dass Defekt der Nukleotid
Exzisionssreparatur die spate Aktivierung der SARRW sowohl fordern (CSB und
XPA), als auch hemmen kénnen (XPC und ERCCL1).

Die Untersuchungen weiterer Zelllinien wie die Paals-Zellen Capan-1, welche
durch das Fehlen eines funktionierenden BRCAZ2-Rromnen Defekt in der
Doppelstrangbruchreparatur aufweisen, zeigen ebekeme Aktivierung der
SAPK/INK nach einer spaten Cisplatin Behandlungb(Ab7 A). Humane ATR-
defekte ATR-Seckel Zellen zeigten nur leichte Stgen in der durch Cisplatin
hervorgerufenen spaten SAPK/INK Antwort (Abb. 17 Bausfibroblasten (MEFs),
genauer gesagt DNA-PKcs (SCID) Zellen zeigten deitlgen Phénotyp in Bezug auf
SAPK/JINK Aktivierung wie CSB-Zellen (Abb. 17 C). 8 Zellen sind durch eine

Mutation in der DNA-PKcs im non-homologen end-joigpikompromittiert.
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Abbildung 17: Einfluss weiterer DNA-Reparatur Defeke auf die spate
SAPK/JINK Aktivierung nach Cisplatin Behandlung. (A) Pankreas Karzinom Zellen
profizient fir BRCA2 Protein (Su8686) oder defiziefCapan-1) wurden fir 24 h mit
verschiedenen Konzentrationen an Cisplatin (10 2BigiM) behandelt, anschlie3end wurde
der Phosphorylierungsstatus der SAPK/INK bestin{B).Humane Fibroblasten (WT) und
ATR-deficiente Fibroblasten (ATR-Seckel) wurden mierschiedenen Konzentrationen
Cisplatin behandelt. Die Dauer betrug als kontirigiee Behandlung 24 h. Untersucht wurde
der Phosphorylierungsstatus der SAPK/IJNK mittelsstfa-Blot Analyse. (C) DNA-PKcs
defiziente Mausfibroblasten (SCID) und wildtypischgalb/c Fibroblasten wurden mit
verschiedenen Konzentrationen an Cisplatin  fir 24 dauerbehandelt und der
Phosphorylierungsstatus der SAPK/JNK bestimmt. Csimd jeweils unbehandelte
Kontrollzellen, ERK2 dient der internen Ladekoni&ol

Restimierend aus den Ergebnissen der Abbildungamd6l7 lasst sich sagen, dass
nicht nur CSB defiziente Zellen, sondern auch weitellen wie XPA und SCID
Zellen eine spate durch Cisplatin hervorgerufenetivideung der SAPK/IJNK
aufweisen. Als weiteres Zellmodell sollten daherdbBa und SCID Zellen weiter

untersucht werden.
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3.5 Untersuchungen verschiedener Marker nach Cisptan-Behandlung
in DNA-PKcs defizienten Mausfibroblasten zu frihenund spéten

Zeiten

Wie bereits in Abbildung 17C zu erkennen ist, zerigpNA-PKcs defiziente
Mausfibroblasten (SCID) zu spaten Zeiten den gkxicRPhanotyp wie CSB-Zellen.
Die Frage, die sich nun stellte war, ob diese SZé&den nun auch zu frihen Zeiten,
wie die CSB-Zellen, den gleichen Phanotyp zeigess Weiteren sollte auch tberpruft
werden, ob auch weitere bereits in den CSB-Zelliemtifizierte Marker wiegH2AX
Phosphorylierung, CHK-1 Phosphorylierung als auah Bildung von Platin-DNA
Addukten sich in SCID-Zellen ahnlich wie in CSB-léal verhalten. Die folgenden

Abbildungen zeigen die Resultate dieser Analysen.
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Abbildung 18: Phosphorylierungsstatus der SAPK/JNKund CHK1 in DNA-
PKcs defizieten SCID-Zellen(A) Balb/c und SCID Mausfibroblasten wurden mit 2101
Cisplatin fur verschiedene Zeiten behandelt (6 &, . 24 h) und anschlielend der
Phosphorylierungsstatus der SAPK/INK bestimmt.Bjersuchung der Checkpoint-Kinase
Chk1 auf Phosphorylierung nach zeitkinetischer @tagbehandlung (20 uM). Con sind
jeweils unbehandelte Kontrolle. ERK2 dient dertinem Ladekontrolle.

SCID-Zellen zeigen im Gegensatz zu CSB-Zellen mindn Zeiten keine veranderte
Phosphorylierung im Vergleich zum korrespondierend®ildtyp-Zellen (Balb/c)

(Abb. 18 A). Zu spaten Zeiten allerdings zeigen [3ZEllen eine deutlich starkere
Aktivierung der SAPK/JINK. (Abb.18 B). Zu spaten #&&i (16 h) zeigen SCID-Zellen
eine deutliche Phosphorylierung der Chkl. Gleichapelelte wildtypische Zellen
zeigen diesen Effekt nicht. Die Untersuchung g82AX Phosphorylierung erfolgte
auch bei den Mausfibroblasten mittels der schonclebenen Methodik der

Immunhistochemie in Form vopH2AX Foci als auch der normalen Western-Blot

Analyse.
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Abbildung 19: H2AX Phosphorylierung in DNA-PKcs defzienten (SCID) und
profizieten (Balb/c) Mausfibroblasten. (A) Balb/c und SCID Zellen wurden mit 20 uM
Cisplatin behandelt und nach einer Inkubationszetn 16 h yH2AX Foci
immunhistochemisch nachgewiesen. Die DAPI-Farbumfplgte zum Nachweis der
Zellkerne. VergrofRerung 100-facfid) Western-Blot Analyse paralleler Extrakte zu 16 k un
24 h. Con sind unbehandelte Kontrollen. Actin distinterne Ladekontrolle.

Zu spaten Zeiten zeigen DNA-PKcs defiziente SClllete nach Cisplatin
Behandlung in Bezug auf Chkl unpti2AX die gleichen zellularen Antworten wie
CSB-defekte humane Fibroblasten. Es stellte sighallerdings die Frage, ob SCID
Zellen, die zwar den gleichen Phanotyp zeigen wgBellen, auch im gleichen
Masse eine Veranderung der Platin-DNA Addukte ediahZu diesem Zweck wurde
auch hier eine Messung der DNA-Platinierung mittél$-MS durchgefuhrt. Die

Daten wurden parallel, wie bei den CSB Zellen rstt8outh-Western Analyse
verifiziert.
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Abbildung 20: Messung der DNA-Platin Addukte und de Cisplatin-DNA
Intrastrand Crosslinks mittels ICP-MS und South-Wegern Analyse. (A) DNA-
Platinierung in wildtypischen Balb/c und DNA-PKcsfizienten (SCID) Mausfibroblasten
wurde zum Zeitpunkt 24 h nach Cisplatinbehandlufgufd 20 puM) mittels ICP-MS
gemessen. Dargestellt sind die mittleren +/- sd Hglikaten. (B) Parallel wurden die
Cisplatin-DNA Intrastrand-Crosslinks mit einer kionierlichen Cisplatinbehandlung (10
MM) zu 2, 16 und 24 h mittels South-Western AnalygEmessen. Con beschreibt
unbehandelte Kontrollzellen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der ,st&ddy-Level der DNA-Platin
Addukte durch das Fehlen der DNA-PKcs nicht beas#l wurde. In Bezug auf die
Cisplatin Intrastrand Crosslinks sind zwischen DRKes und Balb/c Zellen keine

Unterschiede erkennbar.

Weitere Untersuchungen humaner- bzw. Mausfibrobigstdie unterschiedliche
Defekte in der DNA-Reparatur besitzen, zeigten n&ibplatinbehandlung keine
Unterschiede zwischen den defizienten Mutanten prafizienten Wildtypzellen.
Auch Mausfibroblasten defizient fiir p53 (993bzw. profizient (p53*) zeigten
identische Ergebnisse.

Insgesamt zeigen die Resultate, dass einzelne &agaktoren eine entscheidende
Rolle in der durch DNA-Schaden vermittelten Sige##x zur Aktivierung der
SAPK/JINK spielen.
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Tabelle 1: Auswirkungen der zellularen Reparaturkamzitat auf Cisplatin
induzierte spate Aktivierung der SAPK/INK. Western-Blot Analysen der dualen
Phosphorylierung der SAPK/INK nach 24 h Cisplatinuébehandlung. Verschiedene
Zellen mit unterschiedlichen Reparaturdefekten warbdierzu verwendet. Der Ursprung der
Zellen ist entweder humanen oder murinen Ursprungim eine Vergleichbarkeit zu
gewahrleisten, wurden die Autoradiogramme densitoseé analysiert. Relevante
Unterschiede im Level der phosphorylierten SAPK/J&Kischen Reparatur defizienten
Zellen und profizienten Zellen wurden2-fach bzw< 0,5-fach definiert. Somit bedeutet +
erhoht, o unverandert und — reduziert.

Zelllinien mit Ursprung Cisplatin induzierter
Defekt in SAPK/INK Level

Reparaturprotein

CSB Human +
XPA Human +
XPC Human -
ERCC1 Nager -
BRCAZ2 Human -
ATR Human -
FANCD2 Human o]
DNA-PKcs Nager o]
ATM Nager +
p53 Nager 0

3.5 Weitere mdgliche Faktoren, die im spaten durcRisplatin
induzierten Signaling eine Rolle spielen.

Neben den bereits in diesem Teil der Arbeit unt@hrsen mdglichen molekularen
Mechanismen, welche der SAPK/INK Aktivierung zughenliegen konnten, wie
Doppelstrangbriche, replikative oder transkriptiEnBlockierungen als auch reaktive
Sauerstoffspezies, die alle entweder positiv odsgativ ausgefallen sind, gibt es
naturlicherweise noch weitere Moglichkeiten der flEssnahme. Zwei weitere
Madglichkeiten sollen in diesem Abschnitt nochmatsauer dargestellt werden.
Mandic et al zeigte, dass Cisplatin in humanen Naiazellen im Stande ist ER-Stress
auszulésen (Mandic et al. 2002). Die Frage, did sign stellte, war, ob auch ER-
Stress, ausgel6st durch Cisplatin, zu einer SAPK/PRosphorylierung und somit zu
einer Aktivierung fihrt. Um diese Frage zu beantewoy wurden wildtypische
GM637, als auch CSB-defiziente Fibroblasten mit @ isplatin behandelt und
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anschlieBend mittels Western-Blot Analyse auf ERSSt (endoplasmatisches
Reticulum) hin untersucht. Als Marker wurde dast®irorCHOP (C/EBP homologous
protein) gewéhlt. CHOP wurde in vielen Verotfferttimgen als Marker fir ER-Stress
publiziert (Oyadomari, 2004; Goodall et al., 201@Is Positivkontrolle wurde

Tunicamycin verwendet, welches als Nukleosid-Amtillum die GIcNAc-1-P-

Transferase hemmt und damit den ersten Schritt ier &/erknipfung

Fettsaure:Saccharid unterdriickt. Schlussendlid¢ht flies zu ER-Stress (Elbein, A.D.,
1984).
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Abbildung 21: Cisplatin induzierte ER-Stress Aktivierung in GM637 und CSB
Zellen. GM637 und CSB Zellen wurden mit 5 uM Cisplatin aetielt. Mittels Western-Blot
Analyse wurde die Induktion von ER-Stress untersuélts Markerprotein wurde CHOP
verwendet (links). Als Positivkontrollen dientereighzeitig behandelte Zellen mit dem ER-
Stress Induktor Tunicamycin (Tunica). Con sind undmlelte Kontrollzellen. Actin diente
als interne Ladekontrolle.

In Abbildung 21 ist ersichtlich, dass in unserenrséehsbedingungen weder in
Wildtyp noch in CSB-defizienten Zellen, sowohl ziitfen (6 h), als auch zu spaten
Zeiten (16 h, 24 h) ER-Stress durch Cisplatin aksgievird. Zur Uberpriifung der
allgemeinen ER-Stress Induktion diente uns Tunicamywelches nach 6 h
Dauerbehandlung sowohl in Wildtyp, als auch in C3H#len ER-Stress auszulésen

vermag.

In anderen Arbeiten der Arbeitsgruppe (Fritz, Kaig@06) konnte gezeigt werden,
dass MMS (Methyl-Methan-Sulfonat), ein methyliereadAgenz, MKP-1 induziert.

Nach UV-Licht Behandlung konnte nachgewiesen werddas eine verminderte
Expression von MKP-1 in CSB und c-Fos Zellen zwteeerhdhten Signalwirkung in

Bezug auf SAPK/JINK fuhrt.

Es sollte daher untersucht werden, in welcher Ad Weise Cisplatin die Expression
von MKP-1 beeinflusst.
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Abbildung 22: Protein Expression der MKP-1 nach Ciglatin Behandlung in
GM637 und CSB Zellen. Behandlung von wildtypischen GM637 und CSB-
defizienten Zellen mit 5 uM Cisplatin. Untersuchuder Expression von MKP-1
mittels Western-Blot Analyse. Die Behandlung wurddés Dauerbehandlung
durchgefuhrt. Con sind unbehandelte Kontrollen. BRHKiente als interne
Ladekontrolle.

Das Ergebnis der MKP-1 Induktion zeigt, dass wed€SB, noch in GM637 Zellen
eine veranderte Expression von MKP-1 vorliegt. Big@ression von MKP-1 ist zwar
in CSB-Zellen héher, jedoch ist kein Unterschiedsziven unbehandelten Kontrollen
(con) und mit Cisplatin behandelten (6 h, 16 hh2£SB Zellen zu sehen. In GM637
Zellen zeigt sich das gleiche Ergebnis wie in C&leh, jedoch mit reduzierter MKP-
1 Expression.

3.6 Untersuchungen von Tyrosin-Kinasen und Rho-GTPsen und deren
Einfluss auf die spate SAPK/JNK Phosphorylierung

Von Cisplatin ist bereits bekannt, dass es zu ekldivierung des EGF-Rezeptor
Signalweges fuhrt (Benhar et al. 2002) und somieri Einfluss auf die DNA-

Reparatur, genauer das non-homologe end-joiningnhifikodemann et al. 2007).
AulRerdem ist die Nicht-Rezeptor Tyrosin Kinase d-Adswendig fur die SAPK/IJNK

Aktivierung nach Genotoxin Behandlung (Kharbanaakt 2000). Auf Grundlage

dieser Befunde wurden die Auswirkungen einer ph&ategischen Hemmung der
Rezeptor-, als auch der Nicht-Rezeptor Tyrosin-Bgnaauf die  SAPK/IJNK

Aktivierung untersucht. Die bisherige kontinuienec Dauerbehandlung wurde
dahingehend geandert, dass nach 8 h kontinuierliClsplatinbehandlung die Zugabe
der Inhibitoren erfolgte. Die Inhibitoren bliebemlski zusammen mit Cisplatin fir
weitere 8 h auf den Zellen. Die gesamte Cisplahabdlung betrug somit 16 h
Dauerbehandlung mit 8 h Ko-Behandlung der InhilemorNachfolgend wurde der
Phosphorylierungsstatus der SAPK/JNK bestimmt.

59



Ergebnisse

Iressa
cDDP+Inh 1l
cDDP+lressa

Con
Inh Il
1! [cDDP

L |

p-JNK

ERK2 [= — — — — —
cDDP (5 uM, 16 h)

Abbildung 23: Cisplatin induzierte Aktivierung der SAPK/JNK erfordert
Tyrosin-Kinasen. Humane CSB-Zellen wurden mit 5 uM Cisplatin behédindéach 8 h
wurden Tyrosin-Kinase Inhibitoren zugefiigt welche Byrosinkinasen Bcr-Abl (Inh 11) (10
pM) oder EGFR (Iressa) (10 pM) hemmen. Nach weit&é& Inkubationszeit von Inhibitor
und Cisplatin wurden die Zellen fur weitere Analyseder SAPK/JNK Phosphorylierung
geerntet. Con sind unbehandelte Kontrollen. ERKR1di der internen Ladekontrolle.

Wie in Abbildung 23 zu sehen ist, fuhrt die Hemmuwagn Rezeptor- als auch nicht
Rezeptor-Tyrosinkinase zu einer abgemilderten SARK/ Phosphorylierung. Die
Inhibitoren selbst bewirken keinerlei p-JNK Aktivigg. Somit lasst sich vermuten,
dass sowohl Rezeptor als auch Nicht-Rezeptor Tiykosasen fir die spéate
SAPK/JINK Aktivierung notwendig sind.

Neben den oben gezeigten Bcr-Abl bzw. EGFR Inhibriowurden auch andere
Protein-Kinasen und deren Einfluss auf die spatepl@iin-abhéngige SAPK/JNK
Aktivierung untersucht. Die Ergebnisse sind in &ider Tabelle zusammengefasst.
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Tabelle 2: Einfluss verschiedener Proteinkinase Inbitoren auf die spate
Aktivierung der SAPK/JNK. Die duale Phosphorylierung der SAPK/JNK wurde rstte
Western-Blot Analyse nach 24 h Cisplatin Behanglun CSB- und GM637-Zellen
ermittelt. Die Cisplatinkonzentration betrug 5 w2@ uM fur CSB- und GM637-Zellen. Die
Inhibitoren wurden 4 bzw. 8 h nach Behandlungshregnit Cisplatin zugesetzt und bis zur
Ernte der Extrakte mit Cisplatin zusammen auf detiedi belassen. Folgende Inhibitoren
wurden verwendet: Bcr-Abl Inhibitor Typll (10 uMg;Src inhibitor PP2 (10 uM), EGFR-
Inhibitor Iressa (10 uM), Akt-Kinase Inhibitor (W), MEK1-Kinase Inhibitor PD98059 (10
puM), PI3K-related Kinase (PI3K-RK) Wortmannin (1 jMind ATM-Kinase Inhibitor
Ku55993 (5 pM). Als Effektiv wurde der Inhibitor tn# markiert, wenn die Cisplatin
stimulierte SAPK/INK Phosphorylierung um50% reduziert wurde vergleichend mit nicht
Inhibitor behandelten Zellen. O bedeutet kein Wsdkied, NB nicht bestimmt.

Protein-Kinase Inhibitor Spéte Cisplatin induzierte SAPK/JNK Level
CSB GM637
Ber-Abl + +
c-Src o] o]
EGFR + +
Akt o] o]
MEK1 o] o]
PI3K-RK + +
ATM + NB

Aus Tabelle 2 ist zu erkennen, dass Hemmung desgPladidylinositol-3-kinase durch
Wortmannin, sowie die Hemmung von ATM, durch Ku53%i einer verminderten
Aktivierung der SAPK/INK fuhrt. Im Gegensatz dazttén Inhibition von MEK1,
Akt und c-Src keine Veranderung in Bezug auf diePBAINK Phosphorylierung nach
Cisplatinbehandlung zur Folge.

Abschlielend wurde die Beteiligung der Rho GTPaaander spaten Cisplatin
induzierten SAPK/INK Aktivierung untersucht. Memirgebundene Rho GTPasen
sind entscheidend fur die SEK1/MKK4 vermittelteHfeliAktivierung der SAPK/INK
(Minden et al. 1995; Coso et al. 1995; Gnad €2@00).

Spezifische Inhibition der Rho-Funkionen durch 8akterielle Clostridium difficile
Toxin B (ToxB) heben sowohl die durch UV-Licht, aluch MMS-induzierte
SAPK/JINK Aktivierung auf (Fritz et al. 2006; Gnatat. 2000).

In Abbildung 24 ist gezeigt, dass ToxB auch dazudér Lage ist, die Cisplatin
induzierte spate Phosphorylierung der SAPK/JNK Ipgkieren.
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Abbildung 24: Durch ToxB blockierte spate Cisplatin induzierte SAPK/INK
Phosphorylierung. (A) GM637-Zellen wurden mit dem Rho-inaktivierendgoxin ToxB
(2,5 ng/ml) fur 2 h vorikubiert. Danach wurde Cepi hinzugefugt (50 uM) und fir weitere
16 h behandelt. AnschlieBend wurden die Zellenrgeeund der Phosphorylierungsstatus
der SAPK/INK bestimmt. (B) gleicher Versuchsaufiwdea bei A, allerdings mit Primaren
humanen Fibroblasten und einer ToxB Konzentratiom L ng/ml. Con sind jeweils
unbehandelte Kontrollzellen. ERK2 diente der inderhadekontrolle.

In Abbildung 24 ist zu erkennen, dass sowohl in omalisierten GM637
Fibroblasten, als auch in primaren humanen ZellexB eine Hemmung der spaten
durch Cisplatin hervorgerufenen SAPK/JNK Aktiviegmnterdrtckt.

Da bekannt ist, dass ToxB ebenfalls Einfluss aafldiegritat des Aktin Zytoskelett
nimmt, erfolgte im Anschluss eine Untersuchung,Ma@rédnderungen im Zytoskelett
ebenfalls die Aktivierung der SAPK/JINK beeinfludder Versuchsaufbau glich dabei
dem aus Abbildung 24, mit dem Unterschied, dastelmitantruculin B, einem Agenz
welches die Integritat von Aktinflamenten aufhebder Einfluss auf die
Phosphorylierung der SAPK/JINK untersucht wurde. ilshimg 25 zeigt das erhaltene
Ergebnis.
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Abbildung 25: Einfluss der Zytoskelett-Integritdt auf die Cisplatin-induzierte
spate SAPK/JNk Aktivierung. GM637 Fibroblasten wurden mit Latrunculin B (1 pM),
einem F-Aktin Filament zerstérendem Agenz, fir 2ohbehandelt und anschlieRend mit 50
pM Cisplatin fur 16 h inkubiert. Anschlielend wundelie Zellen geerntet und der
Phosphorylierungsstatus der SAPK/IJNK bestimmt. Gmal unbehandelte Zellen. ERK2
dient als interne Ladekontrolle.

Das Ergebnis in Abbildung 25 zeigt, dass eine Deusig von

Zytoskelettbestandteilen, wie Aktinfilamenten dutatrunculin B keinen Einflu auf
die Aktivierung der SAKP/IJNK hat. Somit lasst sigsthalten, dass der Effekt von
ToxB (Abb. 22A, B), eine Hemmung der SAPK/IJNK PHusylierung auszulbsen,

unabhangig von einer Zerstérung der Aktinfilamaste

Innerhalb der Familie der Rho-GTPasen ist Raclgroffier Bedeutung fur die durch
UV-Licht induzierbare Aktivierung der SAPK/INK (Gah&t al. 2000; von Bardeleben
et al. 2003). Mittels Membranfraktionierung solltdaher die Menge an

membrangebundenem Racl nach Cisplatin Exposititeraucht werden (Abb. 26A).

Die Analyse des GTP Bindungsstatus von Racl edoldirch den GST-PAK

Pulldown-Assay (Abb. 26B).
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Abbildung 26: Cisplatin induzierte de novo Aktivierung von Racl. (A) 16 h nach
kontinuierlicher Cisplatin Behandlung (5 pM) in CZBllen, wurde die Expression von Rho
GTPase Racl und die RhoA-like-GTPase (Rho) in Manfbaktionen bestimmt. (B) Nach
16 h Cisplatin-Behandlung wurde in CSB-profizientend CSB-defizienten Zellen der GTP-
Bidungsstatus von Racl mittels GST-Pak Pulldownagdsestimmt. Als interne Kontrolle
wurde die Expression vgitAktin (Actin) und Total-Racl in Gesamtzellextrakteestimmt.
GTPyS, GST-PAK Pulldown von Zellextrakten, welche miTR¥S vorinkubiert wurden
(Positivkontrolle). Con sind jeweils unbehandelniollzellen.

In Abbildung 26 ist gezeigt, dass eine Expositioit @isplatin weder zu einem
Anstieg an membrangebundenem Racl fuhrt (Abb. 26A)ch den GTP
Bindungsstatus von Racl verandert (Abb. 26B). Ei@ehovoStimulation von Racl

durch Cisplatin kann somit ausgeschlossen werden.

3.7 Spate SAPK/INK Aktivierung fiihrt zum Uberlebender Zellen nach
Cisplatin-Behandlung

Wie in verschiedenen Publikationen bereits besbbrneweisen SAPK/INK uber eine
Aktivierung nach Cisplatin-Behandlung protektivenktionen aus (Potapova et al.
1997; Brozovic et al. 2004; Hayakawa et al. 2004jn herauszufinden, welche
Relevanz die SAPK/JNK regulierten Mechanismen zitesp Zeiten nach Cisplatin-
Behandlung haben, wurden unserem Versuchsansalz It der JNK-Inhibitor
SP600125 hinzugefugt. Nach einer weiteren Inkubhatieit von bis zu 40 h wurde das
Zelliberleben (Viabilitat) mittels WST-Assay untacht.
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Abbildung 28: Aktivierung der SAPK/JNK durch Cisplatin fohrt zum
Uberleben der GM637-Zellen.Logarithmisch wachsende Wildtyp (GM637) und CSB-
defiziente Zellen wurden mit verschiedenen Konzgignen (0,1-1 puM) fur 16 h behandelt.
Nachdem das alte Medium, durch neues Cisplatirdrainit JNK-Inhibitor SP600125 (10
UM) ersetzt wurde folgte eine weitere Inkubation8th. Nach dieser Inkubation wurde das
Medium ein weiteres Mal durch frisches ersetzt.Md@anach erfolgte die Messung der
Zellvitalitat mittels WST-1 (tetrazolium salt 1) #a&y. Die Zellvitalitdit von nicht mit
Cisplatin behandelten Zellen wurde auf 100% gesB&tgestellt sind Mittelwerte + SD aus
n=3 Versuchen

Aus dem Ergebnis aus Abbildung 28 ist zu erkenndass unter diesen
experimentellen Bedingungen die Sensitivitat von 83 wildtypischen Zellen nach
Cisplatinbehandlung erhdht wird. Dies ist mit demeits publizierten Daten konform,
die ebenfalls eine protektive Funktion der SAPK/JNschrieben haben. CSB-
defiziente Fibroblasten dahingegen zeigen keinéekEhach JNK-Inhibition.

65



Diskussion

4. Diskussion

Stress-aktivierte Protein-Kinasen/c-Jun-N-termin&amasen SAPK/JNK sind von
immenser Bedeutung fur das zellulare Uberleben Zellen nach genotoxischen
Stress. Grund dieser Tatsache ist, dass SAPK/JNK ¥ielzahl von Zielproteinen
regulieren, die fiir die Reparatur und das Uberlel@m Zellen wichtig sind. Dabei
kann eine Aktivierung der SAPK/JNK zwei gegensatmi Konsequenzen haben. Zum
einen kann die SAPK/JNK zu pro-apoptotischen (Bvazet al., 2004; Sanchez-Perez
et al., 2000), als auch zu anti-apoptotischen 3ggnfiihren. Diese Tatsache lasst die
Vermutung zu, dass das zellulare System, als aietDduer und Signalstarke der
SAPK/JINK Aktivierung dartber entscheiden, ob dideZstirbt oder Uberlebt.

Bei der Aktivierung der SAPK/IJNK durch Genotoxinednken zwei Wege
unterschieden werden: 1.) einen rezeptorvermitteteeg fur frihe Stressereignisse
und 2.) einen DNA-schadensabhangigen Weg. Die friitkeeptorvermittelte
Aktivierung erfolgt Uber kleine GTPasen und MEKRKsen (Canman et al. 1996;
Rosette et al. 1996). Die DNA-schadensabhéngigevigkiing der SAPK/JNK ist
dahingegen weniger charakterisiert, stellt abemwudlich eine spate Reaktion auf
genotoxischen Stress dar (Fritz et al. 2006, Brmzost al. 2004). Es wird
angenommen, dass der Hauptteil der SAPK/INK Akltivig rezeptorvermittelt
ablauft. Verschiedene Publikationen zeigen, dasA{Beparatur defiziente Zellen
sich in Bezug auf die Genotoxin-vermittelte Aktiiag der SAPK/IJNK von
Wildtypzellen unterscheiden (Nehme et al., 199@midi et al., 2005; Dhar et al.m
1996). Auf Grundlage dieser Daten wurde die Hypsghaufgestellt, dass auch DNA-

Schaden das Genotoxin vermittelte Signalling dePBANK beeinflussen.

In dieser Arbeit sollte gezeigt werden, dass DNA&len, hervorgerufen durch
Cisplatin-Behandlung, ebenfalls zu einer Aktiviegutier SAPK/INK flhren kdnnen.
Weiterhin sollte der molekulare Mechanismus hierfdiner beschrieben und aufgezeigt
werden. In friheren Untersuchungen konnte berethgewiesen werden, dass eine
dosisabhangige Stimulation der SAPK/JINK in direlderrelation zur gesamten DNA-
Platinierung steht. Auf Grundlage dieser Ergebnissarden weiterfihrende
Untersuchungen durchgefiihrt. Friheren Untersuchunigéggend wurden in der
vorliegenden Arbeit ebenfalls wildtypische humand@37-Fibroblasten benutzt, und
die Korrelation zwischen der SAPK/IJNK Aktivierungidu der Bildung von 1,2-GG
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intrastrand-crosslinks untersucht. Die erhobeneurigke bestatigten die Resultate der
oben genannten Vorarbeiten.

Zunachst sollte Gberpruft werden, ob reaktive Ssto#fspezies moglicherweise die
spate Cisplatin abhéngige SAPK/JNK Aktivierung aldgen vermogen. Durch
FACS-Analysen unter Verwendung eines ROS-speziiscBubstrates (DCF) konnte
dies allerdings ausgeschlossen werden. Da ROS teltenEffekte nun ausgeschlossen
waren, sollte weiterhin Uberprift werden, inwiewegfeschadigte® DNA fur die
Aktivierung der SAPK/JNK verantwortlich ist. Zum ®eis wurde platinierte DNA in
unbehandelte Wildtypzellen transfiziert und ansfbdind der
Phosphorylierungszustand der SAPK/JNK untersucht.z&gte sich eine deutliche
Aktivierung der Stresskinase durch PhosphorylieruBgmit konnte geschlossen
werden, das Cisplatin-DNA-Addukte fahig sind, digoBphorylierung der SAPK/JNK
zu verursachen. Dieses Ergebnis geht konform mm d&¥gebnissen anderer
Arbeitsgruppen, die zeigten, das ein einziger DN#&1istrand-crosslink ausreicht, um
in zellfreien Extrakten den Checkpoint Signalweghaeinflussen (Ben-Yehoyada et
al., 2009). Mittels weiterer Untersuchungen solifezeigt werden, dass Cisplatin
induzierte DNA-Addukte zur Aktivierung des SAPK/JN&{gnalweges fuhren. Daher
wurden Zellen mit einem Defekt in der TC-NER, einelar Hauptreparaturwege
bestimmend flr Stressantworten, DNA-Reparatur ueltafl, untersucht (Fousteri et
al., 2008; Ljungman et al., 2007; Ljungman, 20@53B-Zellen zeigen einen Defekt in
der TC-NER und weisen auch eine verstarkte Phogldang der SAPK/JINK,
besonders zu spaten Zeiten (16 h und 24 h) nagha@irsBehandlung im Vergleich zu
den GM637 Wildtypzellen auf. Auch bei bereits ggen Dosen von 2 und 5 uM
zeigen CSB-defiziente Zellen eine deutliche Phosgieoung der SAPK/JNK im
Vergleich zum korrespondierenden Wildtyp.

Man konnte nun darauf schlie3en, dass andere Higaftien der CSB-Zellen zu einem
solchen Ergebnis fuhren kdonnen. Um zu verifizierdass der Phanotyp, also die
Aktivierung der SAPK/INK zu spaten Zeiten im Defakks CSB-Proteins liegt,
wurden primare humane Fibroblasten mit siRNA fuBG&nsfiziert und anschlie3end
der Phosphorylierungsstatus der SAPK/JNK UberprDie transient transfizierten
primaren Fibroblasten zeigen nach knockdown von -B8&Bein eine deutliche
Phosphorylierung und damit Aktivierung der SAPK/JNWildtypische Kontrollen
(con) zeigen diesen Effekt nicht. Ebenfalls CSBiziehte Mausfibroblasten zeigen die
gleiche phanotypische Auspragung. VergleichendGBB-Zellen zeigen auch humane

XPA-Zellen zu spaten Zeiten eine erhohte SAPK/JINMidgphorylierung nach Cisplatin
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Exposition. Im Gegensatz dazu zeigen Zellen miemirDefekt in der globalen NER
(z.B.: XPC-Zellen) eine reduzierte SAPK/IJNK Phosphtierung auf Cisplatin
Behandlung.

Die Ergebnisse zeigten, dass ein Verlust in derNER eine spate durch Cisplatin
hervorgerufene Phosphoryierung der SAPK/INK bewidi¢ mit der Bildung von
Cisplatin DNA-Addukten einhergeht. Erstaunlich jedast die Tatsache, dass aul3er
XPA, ERCC1 und BRCA2 defekten Zellen auch weiterelleh die spéate
Phosphorylierung der SAPK/JNK nach Cisplatin Bethamgl zeigen (Tab. 1). Somit
kann gesagt werden, dass einzelne Reparaturfakitorerterschiedlichem Ausmal fur
die Aktivierung der SAPK/JINK notwendig sind. XPCidgeelsweise wird beschrieben
als essentieller Bestandteil der SAPK/IJNK Aktiviegunach Behandlung von Zellen
mit UV-Licht (Hamdi et al., 2005). Zusammenfasseldgst sich sagen, dass
unterschiedliche DNA Reparatur-Proteine  wichtige,ep&atur unabhangige
Funktionen, in der DNA-Schadensantwort spielen.

Im Folgenden sollte der Mechanismus geklart werden,dazu fihrt, dass die spéte,
durch Cisplatin induzierte SAPK/IJNK Aktivierung tihaupt stattfindet. Eine Frage,
die sich stellte, war, ob DNA-Doppelstrangbriich@ entglicher Ausloser sein
kénnten. In verschiedenen Publikationen wurden sbWoppelstrangbriiche als auch
ein Replikationsblock als potente Vermittler vomeSsantworten bereits beschrieben
(Durocher et al., 2001; Harper et al., 2007). DIPR/INK betreffend konnte bereits
gezeigt werden, dass eine Hemmung der replikatddA-Polymerase ausreicht, um
die duale Phosphorylierung zu stimulieren (Damtailge 2009). Im Zusammenschluss
mit frUheren Ergebnisse koénnte man Uber Replikatiabhangige Ereignisse
spekulieren, die zusammen mit der Entstehung voA-Didppelstrangbriichen (DSB),
welche durch das Fehlen der TC-NER bedingt sing,ultamative Signal fir die spéate
Phosphorylierung und somit die Aktivierung der SAP¥K nach langanhaltender
Cisplatinbehandlung darstellen. Diese Hypothesed wdurch die Ergebnisse der
ATM/ATR katalysierten Phosphoryierung von H2AX um@uert. Dort war sowonhl
auf Proteinebene als auch nach immunhistochemisda#rodik in Form voryH2AX
Foci eine deutliche Phosphorylierung des H2AX-RAnstén TC-NER defekten Zellen
zu erkennen. Dieses Ergebnis wird durch Resultater Werwendung des gezeigten
neutralen Komet Assay unterstitzt, der als Marker Doppelstrangbrtiche weithin

eingesetzt wird.
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Wie in Kapitel 3.2 beschrieben, sind auf3er Doppeltgbriiche auch replikative
Mechanismen verandert. So ist auch der Phospharglysstatus von ATR (p-ATR) in
CSB-defizienten Zellen erhéht. ATM/ATR reguliertehétkpoint-Kinasen sind als
Folge einer Langzeitbehandlung (24 h) mit Cisplaenfalls deutlich erhéht im
Vergleich zu wildtypischen GM637-Zellen. Ein weder Marker fir replikative
Mechanismen ist das sogenannte replikative Prokeikurz RPA. RPA wird durch
ATR-katalysierte Prozesse phosphoryliert. Das RPé&tdh wurde mittels
Immunhistochemie und Western-Blot Analyse auf Phosgierungsprozesse hin
untersucht. Diese Ergebnisse in ihrer Summe deddesuf hin, dass Cisplatin in TC-
NER defekten Zellen zu spaten Zeiten replikativéress auslost. Bestatigt wird diese
Annahme durch die Tatsache, dass wachsende, septikative Zellen, im Gegensatz
zu konfluent und nicht proliferierenden Zellen, efadls eine durch Cisplatin
hervorgerufene Aktivierung der SAPK/IJNK zeigen. $2ie Ergebnis zeigt sich aber
nicht nur in CSB-Zellen, sondern ebenfalls in Preméhumanen Fibroblasten, als auch
in Nagerzellen wie den hier verwendeten Balb/cetell

Wie lassen sich nun die hier gefundenen Resultagepretieren? Eine Hypothese fir
die oben genannten Ergebnisse ist, dass Cispldlid-Bddukte in transkriptionell
aktiven Regionen des Genoms zu replikativem Sfidgsen. Dieser replikative Stress
bedingt als Folge die Aktivierung der SAPK/JNK. eDBtressantwort ist dabei
verstarkt, wenn die transkriptionsgekoppelte NERfekke ist, alle Ubrigen
Signalfaktoren (inklusive XPC) jedoch vorhanden dmaktionsfahig sind. Weiterhin
kann davon ausgegangen werden, dass ATR eine d¢tolke beim Signalweg zur
Aktivierung der SAPK/JINK spielt. ATR selbst ist saheidend fur die Regulation von
Stress-Antworten bei blockierter Replikation, aletaan der Ausbildung voyH2AX-
Foci nach Cisplatinbehandlung beteiligt (Pablalet2®08). Beachtenswert ist zudem,
dass, wie in Abb. 4 dargestellt, die SAPK/INK ebéafdurch nicht replizierende
platinierte DNA, welche in Wildtypzellen transfiziewurde, aktiviert wurde. Dieser
Befund deutet darauf hin, dass auch Cisplatin AtElyker se, unabhangig vom
Replikationsblock, zur Aktivierung von SAPK/JNK braigen konnen.
Pharmakologische Inhibition der Transkription zeigeine hinreichende Aktivierung.
Dies kann aus dem Ergebnis geschlossen werden, diasgpharmakologische
Hemmung der RNA-Polymerase Il keine Aktivierung @&&PK/JNK zur Folge hat.
Zum zweiten zeigt sich keine Verstarkung der SARK/JPhosphorylierung bei
Inhibition der RNA-Polymerase 1l und Cisplatin Celgandlung.

69



Diskussion

Die Bedeutung von Doppelstrangbriichen fir die A&ting der SAPK/INK ist
unklar. Auf der einen Seite sind Doppelstrangbriahein nicht ausreichend, die
SEK1/MKK4 katalysierte duale Phosphorylierung d&P8/JNK zu stimulieren. Dies
ist aus den Ergebnissen zu schlieRen, dass IR,rvedlda, noch in Kombination mit
RNA-Polymerase Il Inhibitoren in der Lage ist, @&PK/JNK zu phosphorylieren.
Auf der anderen Seite zeigen Zellen mit einem DiefekNon-homologen-End-joining
(DNA-PKCcs) ebenfalls eine erhéhte SAPK/JINK, sowidKl Phosphorylierung nach
Cisplatin Behandlung. In DNA-PKcs-Zellen konnte eod eine erhohte H2AX
Phosphorylierung gezeigt werden. In Untersuchurmaherer Arbeitsgruppen wurde
bereits gezeigt, dass SAPK/JNK mit H2AX nach Belhamgl mit IR ko-precipitiert
(Cook et al., 2009), nach UV-A Strahlung H2AX phlosgyliert (Lu et al. 2006), sowie
mit DNA-PKcs interagiert nach MMS_(&than-Methyl-Qulfonat) Behandlung (Fritz,
Kaina, 2006). Eine Zusammenfassung dieser Ergebrésst auf eine Verbindung
zwischen Doppelstrangbriichen und dem Phosphorglsaustand der SAPK/INK
schlieBen. Diese Ergebnisse lassen insgesamt \varnudass DSB zwar essentiell sind
fur das Auslosen der SAPK/JINK Aktivierung nach Gasip Behandlung, jedoch selbst
nicht stark genug sind, dies selbsttatig zu tun.

Die Uberraschende Agenzspezifitdt der zellulareesSantwort wird dadurch belegt,
dass die Aktivierung der SAPK/JNK nach Behandlungatkylierenden Agenzien wie
MMS, gegensatzlich zu Cisplatin, eine reduzierte PBRAINK Aktivierung in
Reparatur defekten CSB- und SCID-Zellen nach siehtZFritz, Kaina 2006). Somit
ist erwiesen, dass das Fehlen verschiedener Regakabren sowohl die Aktivierung
der SAPK/JNK als auch deren Hemmung erwirken k&mme SAPK/JNK Aktivierung
scheint somit zum einen von der genotoxischen Nozem anderen vom
Vorhandensein verschiedener Reparaturfaktoren zeit Zles DNA-Schadens
abzuhangen.

Wie in Abb. 5B gezeigt, ist die spate AktivierungrdSAPK/INK in CSB-Zellen
abhangig von der SEK1/MKK4 Aktivitat. Gegensatzlddwzu zeigte Hamdi et al., dass
SEK1/MMKA4 fur die UV-Strahlung abhéngige Antworeder Zellen nicht notwendig
ist (Hamdi et al. 2005). Die reduzierte Expression MKP-1 (MAPK phosphatase 1)
fuhrt zu einer erhdhten durch UV-Licht induziert8APK/INK Antwort sowohl in
CSB als auch in c-Fos defizienten Mausfibroblagkéaimdi et al., 2005; Christmann et
al., 2007). Die Untersuchung der MKP-1 in unser®@ystem ergab keine Cisplatin
abhangige MKP-1 Induktion oder Hemmung. In friheténtersuchungen konnte
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jedoch gezeigt werden, dass das alkylierende AQdMS (Methyl-Methan-Silfonat)
es schafft, die MPK-1 Expression zu erh6hen (Fkitana 2006).

Es wurde bereits erwahnt, dass es einen Rezeptutteten Signalweg der
SAPK/INK Aktivierung gibt. Daher wurde ebenfallsedMoglichkeit in Betracht
gezogen, dass membrangebundene kleine GTPasenhddfariilie, genauer Racl,
ebenfalls Einfluss auf das von uns untersuchte &ligg haben. Racl, wie andere
Studien zeigen, wird als ein sehr wichtiger Regulader SAPK/IJNK beschrieben
(Minden et al., 1995; Coso et al., 1995). Des Weitevurde bereits gezeigt, dass Rac-
1 essentiell fur die Aktivierung nach MMS Behandjuffrritz, Kaina, 2006), als auch
UV-Licht ist (Gnad et al., 2000; von Bardeleberakf 2003). Die Ergebnisse der hier
durchgefuhrten Analysen zeigen, dass Rho-GTPasem @u der spaten Aktivierung
der SAPK/JINK beteiligt sind. Da jedoch Cisplatire diranslokation von Rac-1 zur
Membran nicht stimuliert, was fur eirde novoAktivierung von Rac-1 gesprochen
hatte, gehen wir von einer untergeordneten Rolle nembran-assoziiertem Rac-1
aus. Rac-1, so zeigen die Arbeiten von Sandrockd &bnnte ebenfalls im Zellkern
nachweisen werden. (Sandrock et al., 2010). Glsigfie nattrlich auch fir Rezeptor
(EGFR) und nicht-rezeptor Tyrosinkinasen (c-Ablg dir in Tabelle 2 gezeigt haben.
Somit spielen diese Faktoren wohl alle eine untndygete Rolle.

Welcher Faktor die Bricke zwischen dem DNA-Schadem dem SAPK/JNK
Signalweg schlagt ist unklar. Nach den hier get@tigUntersuchungen wére eine
Maoglichkeit das c-Abl Protein. Studien zeigen bessedass c-abl durch Genotoxine,
wie beispielsweise Cisplatin aktiviert wird (Kharok et al., 1995; Liu et al., 1996).
Die Regulation von c-Abl erfolgt Uber ATM-abhangi§enalwege wie Baskaran oder
auch Shafman zeigen konnten (Baskaran et al., 98fman et al., 1997). Kharbanda
konnte zeigen, dass c-Abl in der Lage ist die MERKase 1 (MEKK1) zu aktivieren
(Kharbanda et al., 2000). Da die MEKK1 die Upstrdaimase der auch hier
untersuchten SEK1/MKK4 ist konnte c-Abl somit eidermittlerfunktion zwischen
DNA-Schaden und SAPK/JINK Signalweg einnehmen. DoeRles Vermittlers c-Abl
konnte analog dazu auch schon nach ionisierendahl8hg fir die ATM und DNA-
PKcs defizienten Zellen gezeigt werden (Shangaa}.e2000).

Im Folgenden ist ein Modell dargestellt, das dersatmmenhang zwischen dem
Cisplatin bedingten DNA-Schaden, der ReparaturSABK/INK illustriert.
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Abbildung 28: Modell der spaten DNA-Schaden vermittlten Aktivierung der
SAPK/INK nach Cisplatin Behandlung.

In diesem Modell ist gezeigt, dass neben DNA-schagleabhangigen Mechanismen,
welches eine frihe SAPK/JNK Aktivierung Uber Repgyrosin-kinasen (RTKs) und
nicht Rezeptortyrosinkinasen bewirken auch DNA-demsabhangige Mechanismen
existieren.

In diesem Schaubild wird die Hypothese dieser Arlass DNA-Schaden die spate,
durch Cisplatin hervorgerufene Aktivierung der SAPKK in TC-NER und DNA-
PKcs defizienten Zellen vermittelt, gezeigt. Griagg dieser spaten SAPK/IJNK
Aktivierung ist, dass Cisplatin DNA-Addukte in tiaribierten Genen innerhalb des
Reparaturprozesses nicht korrekt repariert wurd@ssultierend daraus findet eine
anhaltende Blockade der Transkription statt, dieT®&-NER defekten Zellen zum
replikativen Stress flhrt.

Der sich entwickelnde replikative Stress, zusammneh DNA-Platin Addukten,
Doppelstrangbriichen, sowie Entwindung der DNA-Hefixhren zur Rekrutierung
weiterer multifunktioneller Reparatur- als auch riifaktor-Proteine. Diese Proteine

bilden vermutlich einen Komplex, welcher wiederuendignalweg zur SAPK/INK in
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Abhangigkeit der SEK1/MKK4 vermittelt. Wie oben b#s beschrieben, liegt die
Vermutung nahe, dass die Protein-Tyrosin-Kinasblde Verbindung zwischen dem
DNA-Schaden und der SEK1 vermittelten Aktivierungr dSAPK/INK herstellt.
Weiterfiuhrende Untersuchungen, die nicht mehr Gsiged dieser Arbeit waren,
sollten diesen Sachverhalt klaren. Nach Aktivierdey SAPK/IJNK werden DNA-
Reparatur oder auch Zelltod-Signalwege reguliesod Kaina, 2006).
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5. Zusammenfassung

Stress-aktivierte-Protein-Kinasen (c-Jun-N-termikalases) SAPK/IJNK werden sehr
schnell nach Exposition von Zellen mit verschiedemsNoxen, wie beispielsweise
Genotoxinen, aktiviert. Sie sind allerdings nochchhi als Teil der DNA-
Schadensantwort etabliert.
In dieser Arbeit sollte gezeigt werden, das SAPKJNnen wichtigen Teil innerhalb
der DNA-Schadensantwort spielen. Aus diesem Gruadigvzu frihen (z.B.: 4 h) als
auch zu spaten Zeiten (z.B.: 24 h) die Bildung @MA-Addukten nach Cisplatin
Exposition untersucht und Uberprift, ob diese mémd Aktivierungsstatus der
SAPK/JINK nach Cisplatinbehandlung korreliert.
Menschliche Fibroblasten, die einen Defekt in derangkription gekoppelten
Nukleotid-Exzisionsreparatur (TC-NER) aufwiesen,ewbeispielsweise CSB-Zellen
(Cockane Syndrom B) oder XPA-Zellen (Xeroderma Rigtasum A), sind
charakterisiert durch einen erhdéhten Phosphoryliggstatus der SAPK/JNK, 16 h nach
Cisplatingabe, im Vergleich zu normalen Wildtyp+féiblasten. Die nach Cisplatin
Exposition beobachtete Aktivierung der SAPK/IJNK gtiantitativ jedoch nicht
vergleichbar mit dem Level an gebildeten Cispl®iKA-Addukten, wie in den
Southwestern- und Massenspektrometrischen Untansgeim gezeigt werden konnte.
Es konnten jedoch Parallelen zwischen der Aktingrder SAPK/INK, sowie den
gezeigteny-H2AX-Foci als auch der Aktivierung von Check-Polihasen gefunden
werden. Dies lasst darauf schlie3en, dass DNA-Desppagbriche (DSB) an der
spaten Aktivierung des SAPK/JNK Signalweges befedind.
Dementsprechend lasst sich ebenfalls in Zellengoien Defekt in der Reparatur von
Doppelstrangsbrichen aufweisen, wie beispielswieiNA-PKcs Zellen, eine erhdhte,
durch Cisplatin hervorgerufene spate Phosphorylgrder SAPK/IJNK als auch eine
vermehrtey-H2AX-Foci Bildung und Check-Point Kinasen Aktivierg nachweisen.
Vergleichend dazu zeigten Zellen mit einem DefektATM (Ataxia telegiectasia
mutated protein) oder XPC keine erhdhte Phosplasylig zu spéten Zeiten nach
Cisplatin Behandlung.
Weiterhin bleibt festzuhalten, dass die spate, Wufisplatin hervorgerufene
Schadensantwort unabhangig von p53, ER-Stress M#ét-1 ist. Die SAPK/INK
Aktivierung nach Cisplatin Exposition erfordert wiionsfahige Rho-GTPasen und
kann durch pharmakologische Hemmung der Tyrosirag@ém und durch N-
Acetylcystein gehemmt werden.
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Es lasst sich zusammenfassend sagen, dass die Qisphatin induzierte spate
SAPK/JINK Aktivierung durch die Formation von DSaitiiert wird und XPC, Rho-

Proteine sowie Tyrosin Kinasen an der Signalwaesitenhg beteiligt sind.
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6. Summary

Stress activated protein kinases (c-Jun-N-termkiahses) SAPK/INK are rapidly
activated by various genotoxins but are not yal#isthed as part of the DNA damage
response. Here we show that the level of cisplatioiced DNA adducts correlated with
the activation status of SAPK/JNK both at earlg.(# h) and late (i.e. 24 h) time points
after exposure. Human cells deficient in trans@iptoupled nucleotide excision repair
(TC-NER) due to lack of CSB (Cockane Syndrom BXBA (Xeroderma Pigmentosum
A) protein are characterized by an enhanced phoglattion status of SAPK/JNK 16-24
h after cisplatin treatment as compared to cornedipg wild-type cells. Ameliorated
late SAPK/IJNK activation in CSB defective cells st paralleled by the level of
Cisplatin DNA adducts as determined by mass spaetity and southwestern analysis.
Yet, it is paralleled by enhancedd2AX foci formation and checkpoint activation,
indicating DNA double strand breaks (DSB) beingaiwed in triggering late signalling
to SAPK/JINK. Correspondingly, cells deficient iretrepair of DSB due to a defect in
DNA-PKcs showed elevated cisplatin-induced late gphorylation of SAPK/IJNK as
well as ameliorategH2AX foci formation and checkpoint activation. Getlefective in
ATM (Ataxia telangiectasia) or XPC (Xeroderma Pignusum C) protein do not reveal
increased SAPK/JNK activation at late time poirtemaftisplatin treatment. Cisplatin-
induced late damage response in CSB cells is imdkgoe: of both p53, MKP-1 and ER-
stress. It requires functional Rho GTPases andbeaattenuated by pharmacological
inhibition of tyrosine kinase activity and by N-#@gleystein. Summarizing, we identified
SAPK/JINK as a novel player in the late DNA damaggponse to cisplatin. Cisplatin-
induced late SAPK/JNK activation seems to be tnigdeoy the formation of DSB and
furthermore, involves XPC and Rho proteins as aglyrosine kinases.
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8. Anhange

8.1 Abkurzungsverzeichnis

Abb.
APS
Bp
BSA
°C
Ca.
cDDP
cDNA
cm
con
CSB

Da
DMSO
DNA
DNA-PKcs
ECL
EDTA
ERK
FACS
FKS
FITC

G
GAPDH
GTP

Gy

H

H20;
HRP
IR

Abbildung

Ammoniumpersulfat

Basenpaare

Rinderserumalbumin

Grad Celsius

zirka

Cisplatin Cis-diammindichlorplatin-Il)

,COpYy"“ - Desoxyribonukleinsaure

zentimeter (1/10 Meter)

Kontrolle (Control)

Cockayne Syndrom; Erbkrankheit. Typ A, B (D¢fekGen A oder
B)

Dalton

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

katalytische Einheit der DNA-Protein-kssa
enhanced chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure

extracellular signal regulated kinase
fluorescence activated cell sorter

fotales Kalberserum
Fluorescein-Isothiocyanat

Gramm
Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Guanosin-5’-Phosphat

Gray

Stunde(n)

Wasserstoffperoxid

horseradish peroxidise (Meerrettich Peroxaylas

ionizing radiation (ionisierende Strahlung)
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kB
kD

MAPK
MEK
mg
min

ml

(i
MKP-1
mM
mm
MMS
MNNG
MRNA
nm
oD

PBS
pH

Pl
PMSF
Pt

Rac
Rho
RNase
RNA
ROS
SAPK/INK
SDS
sek

Joule

Kilo

Kilobasenpaare

Kilodalton

molar

mitogen-activated protein kinase

mitogen-activated ERK activating kinase
Milligramm

Minute(n)

Milliliter

Mikroliter

mitogen-activated protein kinase phosphafase

Millimolar

Millimeter

Methylmethansulfonat

Methylnitronitrosoguanidine

messenger RNA

nanometer

optische Dichte

phospho

phosphate buffered saline (Phosphat gepeiffethsalzlésung)
Mal3 fir den sauren daksischen Charakter einer wassrigen

LOsung

Propidiumiodid

Phenylmethylsulfonylfluorid

Platin

Ras-related C3-botulinum toxin substrate

Ras homolog

Ribonuklease

Ribonukleinsaure

Reaktive Sauerstoff Spezies

stress-activated protein kinase, c-Juteffiinale Kinase
Natrium-(Sodium-)dodecylsulfat

Sekunde(n)
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SiRNA
Tab.
TBE
TE
U/min
U.N.
uv

Vv
(V/v)
Vol.
WST

WT / wt
(wiv)
[Wert] x g

silecing RNA

Tabelle

Tris-Borat-EDTA Puffer

Tris-EDTA Puffer

Umdrehungen pro Minute

Uber Nacht

Ultraviolette Strahlung (UV-A, nm; UV-B, nm;\JC, nm)
Volt

volume per volume

Volumen
4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-Nitrophenyl)-2H-5-Fazolio]-1,3-
Benzendisulfonat

Wildtyp

weight per volume

Beschreibung der relativen Zentrifugagbhleunigung (RCF)
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