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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Zellen des Immunsystems — Haematopoese

Die Zellen des Immunsystems haben die Aufgabe, Krankheitserreger zu erkennen und zu
eliminieren. Immunzellen zirkulieren im Blut und in Lymphgefassen und kommen ebenso im
Gewebe vor. Sie weisen eine kurze Lebensdauer auf und missen stets aus einer
pluripotenten Stammzelle neu gebildet werden. Die sogenannte Hamatopoese bezeichnet
die Bildung und Reifung der Bestandteile des Blutes und des Immunsystems (siehe dazu
Abb. 1.1). Eine pluriptotente, hamatopoetische Stammzelle (HSZ) besitzt die Fahigkeit, sich
selbst zu amplifizieren oder sich in eine Progenitorzelle der lymphoiden oder myeloiden
Reihe zu differenzieren. Diese Prozesse werden durch Wachstumsfaktoren und Zytokinen
reguliert (Didulio, 1991). Bei der Lymphopoese geht aus einer hAmatopoetischen Stammzelle
eine lymphoide Stammzelle (LSZ) hervor, welche sich weiter zu Pro-Vorlauferzellen
differenziert, aus der dann weiter T-, B- oder NK-Zellen generiert werden kdnnen. Diese
Zellen erflllen ihre Aufgabe in der Immunabwehr. Wahrend die Lymphopoese bei den T-
Zellen im Thymus und bei den B- Zellen im Lymphknoten oder in der Milz stattfindet, erfolgt
die Myelopoese ausschliesslich im Knochenmark. Hierbei entstehen aus der myeloiden
Vorlauferzelle (MSZ) weitere Vorlauferzellen, welche sich zu Zellkolonien zusammenlagern
und daher als ,colony-forming units’ CFU bezeichnet werden. Durch Zytokin-gerichtete
Differenzierung und Reifung der CFU-Progenitorzellen entstehen Erythrozyten,
Megakaryozyten und deren abgeleiteten Thrombozyten, Granulozyten oder Monozyten.
Erythrozyten stellen den haufigsten Zelltyp im Blut dar, dessen Aufgabe in der
Sauerstoffversorgung und dem Abtransport von Kohlendioxid liegt. Megakaryozyten sind
grolRe Zellen mit einem polyploiden Kern. Aus zytoplasmatischen Abschnirungen der
Megakaryozyten entstehen kernlose Thrombozyten, welche bei der Blutgerinnung eine Rolle
spielen. Die Granulozyten enthalten viele Lysosomen und sekretorische Vesikel und lassen
sich in drei Klassen einteilen. Neutrophile gehdren zu den am haufigsten vorkommenden
Granulozytentyp, dessen Funktion in der Phagozytose von Mikroben infizierten Zellen liegt.
Eosinophile enthalten in der Granula basische Proteine und lassen sich durch Eosin rot
anfarben. Diese Zellen sind an der zelluldren Immunabwehr und Parasitenabwehr beteiligt
und spielen bei Asthma und Allergien eine Rolle. Basophile stellen den geringsten
vorkommenden Granulozytentyp im Blut dar und enthalten in der Granula Histamine und
Heparin, vermitteln Entziindungs- und allergische Reaktionen und sind bei der Abwehr von

Parasiten beteiligt. Monozyten zirkulieren im Blut und sind Vorlaufer von Makrophagen und
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DC. Makrophagen sind Fresszellen und dienen der Beseitigung von Mikroorganismen und
apoptotischen Zellen durch Phagozytose. Durch die Aufnahme und Prozessierung des
Antigens an die Zelloberflache kénnen sekundar weitere Zellen des Immunsystems, wie T-
und B-Zellen im Lymphknoten oder in der Milz aktiviert werden. DC sind

antigenprasentierende Zellen, deren Funktion in der Aktivierung weiterer reaktiver

Immunzellen liegt, welches naher in nachsten Abschnitt beschrieben wird.

AN <O

CFU-E CFU-Meg CFU-GM CFU-Bas CFU-Eosin

® ® ® ©® ®
g } i\ \ \
Ethytb@ @@ @ @

Megakaryozyt/ Granulozyten
Thrombozyten

Makrophage Dendritische
Zelle

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der Hamatopoese. Aus einer hamatopoetischen Stammzelle (HSZ)
kénnen lymphoide (LSZ) oder myeloide (MSZ) Stammzellen hervorgehen, aus denen wiederum weitere
Vorlauferzellen (CFU, colony forming unit) entstehen, In der myeloiden Zellentwicklung kdnnen aus der
entsprechenden Progenitorzelle Erythrozyten, Megakaryozyten, Thrombozyten, Makrophagen, Dendritische
Zellen, Monozyten und neutrophile, basophile, eosinophile Granulozyten hervorgehen. In der lymphoiden
Zellentwicklung kénnen sich B-, NK- und T- Zellen bilden, die wie die HSZ, MSZ und LSZ die Fahigkeit zur
Zellteilung besitzen.
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1.2 Generierung von Dendritischen Zellen und ihre Funktion

Dendritische Zellen (DC) stellen Wachterzellen des Immunsystems dar, welche gezielt
Immunantworten initieren oder modulieren kénnen (Banchereau and Steinman, 1998). Im
Jahre 1868 entdeckte Paul Langerhans in der Haut Zellen mit zytoplasmatischen Auslaufern,
welche nach ihm benannt wurden. Erst 1973 wurden Dendritische Zellen von Steinman und
Cohn in der Milz von Mausen beschrieben und nach dem charakteristischen
Erscheinungsbild mit astférmigen Auslaufern (griech.: dendros = Baum) benannt (Steinman
and Cohn, 1973). Die Funktion der Dendritischen Zellen wurde erst Jahre spater aufgeklart
(Steinman and Witmer, 1978). Heute unterscheidet man verschiedene Typen von DC,
welche alle aus einer pluripotenten CD34 Stammzelle hervorgehen, aber unterschiedliche
Differenzierungswege aufweisen (Shortman and Naik, 2007). Die plasmoide Dendritische
Zelle geht aus dem lymphoiden Entwicklungsweg hervor und weist keine Dendriten auf, hat
eine lange Lebensdauer und stellt eine zirkulierende Zelle dar, welche nach Aktivierung
Interferon-a bildet (Liu et al., 2005; O'Keeffe et al., 2002). Interstitielle DC gehen aus der
myeloiden Zellreihe aus einem nicht-inflammatorischen Monozyt hervor (Yrlid et al., 2006).
Sie kommen im Interstitium der meisten Organe wie Herz, Leber, Niere, Pankreas, Darm,
Haut, Urogenitaltrakt und Schilddrise vor (Hart and Fabre, 1981). Langerhans Zellen
(Fahrbach et al., 2007) liegen in der Haut und der Mukosa vor und zeichnen sich durch eine
hohe Expression von Langerin, ein Oberflachenprotein, in der Birbeck-Granula aus
(Shortman and Naik, 2007). Die Lebensdauer einer LC in der Maushaut betragt mehr als 3
Wochen (Kamath et al., 2002). LC gehen in vivo aus der myeloiden Reihe hervor und
kénnen in vitro aus CD34" Stammzellen aus dem Nabelschnurblut generiert werden. In
dieser Arbeit wurden hauptsachlich Monozyten-abgeleitete DC verwendet. Somit sind diese
DC myeloiden Ursprung und kommen im peripheren Gewebe vor. Die in vitro Generierung
von DC aus Monozyten ist in der Abbildung 1.2 dargestellt und wird im folgenden Text
genauer erklart. Dendritische Zellen werden aus Monozyten aus dem peripheren Blut
zunachst zu unreifen DC mittels der Zytokine GM-CSF und IL-4 generiert (Sallusto and
Lanzavecchia, 1994). Wahrend GM-CSF die Expression von Oberflachenmarkern stimuliert,
inhibiert IL-4 die Expression von CD14, welches zur Suppression der
Makrophagendifferenzierung fihrt (Jansen et al., 1989). Zur Ausreifung werden noch
zusatzlich proinflammatorische Zytokine benétigt, wie IL-18, IL-6, PGE und TNF-a (Jonuleit
et al.,, 1997). Mit der Ausreifung der Monozyten-abgeleiteten DC werden auch die
Oberflachenmarker CD80, CD83 und CD86 hochreguliert, welche zur Phanotypisierung per
FACS verwendet werden (Aiba, 1998). Zur Generierung von Makrophagen werden
Monozyten mit GM-CSF behandelt, was zu einer vermehrten Adhdarenz von Makrophagen

fuhrt. Ebenso ist die Generierung von LC aus Stammzellen des Nabelschnurblutes moglich.
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Abb. 1.2: In vitro DC Generierung. Aus CD34" Stammzellen gehen Monozyten hervor, welche entweder in
unreife DC mittels GM-CSF und IL-4 oder in Makrophagen durch GM-CSF differenzieren kénnen. Ausreifung der
DC erfolgt durch IL-1B, IL-6, PGE und TNF-a. Langerhans-Zellen kénnen direkt aus CD34*Stammzellen generiert
werden.

Dendritische Zellen liegen als unreife Zellen im peripheren Gewebe vor, weisen eine geringe
Ausbildung von Dendriten auf und besitzen die Aufgabe, Antigene aufzunehmen. Diese
Aufnahme erfolgt mittels Makropinozytose, Endozytose oder Phagozytose (Xiang et al.,
2006). Antigene werden intrazellular prozessiert, an MHC-Molekiile gebunden und an die
Zelloberflache transportiert. Somit werden antigene Determinanten flir T-Zellen erkennbar
gemacht. Durch Antigenaufnahme und inflammatorischen Zytokine werden die Reifung und
die Migration unreifer DC vom peripheren Gewebe zum Lymphknoten induziert. Reife DC
weisen keine Migration auf, zeigen eine verstarkte Ausbildung von Dendriten und stimulieren
T-Zellen zur Proliferation, wie in Abb. 1.3 schematisch dargestellt ist. Die Interaktion einer
DC mit T-Zellen wird durch die Bindung des T-Zellrezeptors an den MHC-Antigen-Komplex Il
stabilisiert und stellt das erste Signal fir die T-Zellaktivierung dar. Ein weiteres
kostimulatorisches Signal ist erforderlich, um die T-Zellproliferation zu ermdglichen. Dieses
Signal wird durch die Interaktion von CD86 auf DC mit CD28 auf T-Zellen Ubermittelt. Eine
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DC Zelle kann mit bis zu 3000 T-Zellen interagieren und diese Interaktion kann zwischen 15
Stunden bis zu 2 Tagen anhalten (Moser, 2004). Der MHC Il —Antigen-Komplex interagiert
mit einer naiven CD4 T-Zelle, einer T-Helferzelle, welche sich durch Einfluss von Zytokinen
zu Ty oder Ty, differenzieren kann. T,y Zellen induzieren weiter Gber Zytokine Makrophagen
und T, Zellen aktivieren B-Zellen. Der MHC I-Antigen-Komplex reagiert mit naiven CD8
Zellen, die zur Proliferation stimuliert werden und sich zu zytotoxischen T-Zellen
differenzieren, welche die Apoptose der Tumorzelle oder mikrobiell befallene Zellen
induzieren. Die T-Zellaktivierung im Lymphknoten ist zeitlich begrenzt, da reife DC eine
Lebensdauer von 3-4 Tagen auf weisen. Reife DC aktivieren ihren eigenen Tod durch
Apoptose Uber Hochregulation der Expression eines pro-apoptotischen Proteins der Bcl-2
Familie, Bim (Hou and Van Parijs, 2004), und der Herabregulation der Expression des anti-

apoptischen Proteins Bcl-2 (Moser, 2004).

\ V%

IFN, IL2, GM-CSF
Zellulare Immunantwort ->
Aktivierung von Makrophagen
IL-3,-4,-5,-6,-9,-
10,-13

Humorale Immunantwort ->
Aktivierung von B Zellen

Apoptoseinduktion an
Tumorzellen mittels Perforin

Abb. 1.3: Funktion von DCs im Immunsystem. Ausgereifte, antigenbeladene DCs koénnen tber MHC Il CD4 T-
Helferzellen oder Giber MHC | CD8 T-Zellen aktivieren. Dabei konnen CD4 T-Zellen zu Th1 oder Ty, differenzieren
welche wiederum die zellulare oder humorale Immunantwort einleiten. CD8 T-Zellen reifen zu reaktiven
zytotoxischen T-Zellen, welche gezielt die Apoptose der Zielzelle oder Tumorzelle induzieren.



Einleitung 6

1.3 Verwendung von Dendritischen Zellen in der Immuntherapie und

Kombination mit Chemotherapie

Im peripheren Blut des Menschen kommen reife DC mit einer geringen Haufigkeit von unter
0,5% der gesamten Leukozyten vor. Daher wurden Strategien entwickelt, um eine grosse
Anzahl von DC ex vivo zu generieren, entweder aus Monozyten oder CD34" Stammzellen
(siehe 1.2). Mittels der Identifikation von tumorassoziierten Antigenen und der Verfligbarkeit
an DC, entstand eine neue Tumortherapie, die Immuntherapie. Durch Vakzinierung mit
Tumorantigen-beladenen DC koénnen zytotoxische T-Zellen (CTL) in vivo aktiviert werden,
welche sich gegen die Tumorantigene richten und gezielt Apoptose von Tumorzellen
induzieren. In Tiermodellen konnte eine Tumorprotektion und Tumorregression durch
tumorantigen-beladene DC Vakzinierung erreicht werden (Celluzzi et al., 1996; Hernando et
al., 2003). Die Beladung der DC kann mit verschiedenen Antigenen erfolgen, so z.B. mit
Peptiden, Proteinen oder RNA, die spezifische Tumorantigene kodiert (Figdor et al., 2004).
Fusionierung der DC mit Tumorzellen kann ebenso zu einer effizienten Induktion von
zytotoxischen T-Zellen fuhren (Gong et al., 2000). Die erste klinische Studie der DC
Vakzinierung wurde 1996 in Nature Medicine von der Arbeitsgruppe Hsu publiziert, bei der
DC-Vakzine gegen B-Zelllymphome eingesetzt wurde (Hsu et al., 1996). Die Verwendung
der DC-Vakzine bei der Tumorbehandlung dehnt sich heute auf verschiedene Tumortypen
aus, wie z.B. Melanome, Nierenkarzinome, Gliome, Mammakarzinome,
Gastrointestinalkarzinome, Prostatakarzinome (Felzmann et al., 2002).

Die Wirksamkeit einer solchen DC-Immuntherapie konnte durch Kombination mit Zytostatika
gesteigert werden. Studien am Mausmodell zeigten bei einer Behandlung mit geringer
Zytostatikadosis und einer anschliessenden DC-Vakzinierung eine Bekdmpfung des Tumors
(Ramanathapuram et al., 2005; Shin et al., 2003; Tanaka et al., 2002). Auch im Menschen
konnten Tumore durch Chemo-Immuntherapie besser therapiert werden (Holtl et al., 2005;
Kashimura et al., 2004; Morisaki et al., 2003). Zu den Zytostatika gehoren die alkylierenden
Agenzien, welche mit nukleophilen Molekilen der DNA reagieren. Der Mechanismus der
Zytotoxizitat von methylierenden oder chlorethylierenden Alkylantien erfolgt durch spontane
Hydrolyse oder durch Aktivierung Uber Cytochrom P450 in der Leber. Dabei zerfallen
methylierende Alkylantien in Methyldiazonium-lonen (Niknahad and O'Brien, 1995), welche
nach Abspaltung von Stickstoff zu reaktiven Carbenium-lonen werden, welche die
nukleophile DNA alkylieren (siehe Abb. 1.4). An der DNA sind 12 verschiedene DNA-
Methylierungsprodukte bekannt, wobei N-Alkylierungen an Purinbasen als auch O°-
Alkylguanin (0,3-8 % der Gesamtalkylierung) fir die Zytotoxizitdt eine Rolle spielen
(Beranek, 1990; Kaina et al., 1993).
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oMo N0, ——— CH;N=N-OH  — CGH;NEN —— CHJ
H

N-Methyl-N*-Nitro-N-Nitroso-Guanidin  Monomethylnitrosamin Methyldiazonium-lon Carbenium-lon
(MNNG)

Abb. 1.4: Bildung eines reaktiven Carbenium-lons durch das Alkylanz MNNG (nach Friedberg et al., 2006).

Zu den heute in der Chemotherapie von Tumoren verwendeten alkylierenden Zytostatika
zahlen die methylierenden Agenzien, wie Temozolomid, Dacarbazin (DTIC) und Procarbazin
(Natulan), chlorethylierende Nitrosoharnstoffverbindungen, wie BCNU (Carmustin), ACNU
(Nimustin), CCNU (Lomustin), HeCNU (Elmustin), Fotemustin und bifunktionelle Crosslink-
indzierende Agenzien, wie Cyclophospamid, Mafosfamid, Ifosfamid, Melphalan, Busulfan,

Chlorambucil.

1.4 DNA-Reparaturmechanismen

Veranderungen an der DNA kénnen exogen durch Umwelteinflisse, wie UV- und
ionisierende Strahlung, alkylierende Agenzien, wie Nitrosamine in der Nahrung oder
endogen durch fehlerhafte zellulare Prozesse, z.B. bei der Replikation oder DNA-Reparatur,
oder durch intrinsische DNA-Alkylierungen durch S-Adenosylmethionin verursacht werden.
Diese DNA Lasionen kénnen mittels verschiedener DNA-Reparaturmechanismen eliminiert
werden. Erfolgt diese DNA-Reparatur jedoch nicht, oder aber fehlerhaft, so kdnnen diese
Lasionen zur Entstehung von Gendefekten und weiter zu Tumorentstehung fihren. Eine
Vielfalt von Reparaturmechanismen ermdglicht es der eukaryotischen Zelle unterschiedliche
DNA Lasionen zu prozessieren (Christmann et al.,, 2003; Yu et al., 1999). Dazu zahlen
zunachst die Schadensreversion von O°-Alkylguanin durch die O°-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase (MGMT), sowie die Exzision von Basenfehlpaarungen der DNA durch die
Fehlpaarungsreparatur (Mismatch repair, MMR), die Exzision von grésseren Basenschaden
wie Pyrimidindimere durch die Nukleotidexzisionsreparatur (Nucleotide excision repair,
NER), die Exzision kleiner DNA Schaden wie alkylierte Basen durch die
Basenexzisionsreparatur ( Base excision repair, BER), sowie die Prozessierung von DNA-
Doppelstrangbriichen Uber Homologe Rekombination (HR) oder Nicht-homologes end-
joining (NHEJ) .
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1.41 O°Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)

Die Reparatur von karzinogenen und chemotherapeutischen Agenzien wie Nitrosamine oder
Nitrosoharnstoffe erzeugtes O°- Alkylguanin erfolgt durch eine Ein-Schritt-Reaktion tiber das
Suizid-Enzym  O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT, E.C.2.1.1.63). Dabei
{ibertragt MGMT die Alkylgruppe von O°-Alkylguanin oder —Alkylthymin auf einen internen
Cysteinrest, welches zur Inaktivierung und Degradierung der MGMT fihrt (Pegg, 2000). In
der Abbildung 1.4 ist diese irreversible Reaktion von MGMT gegeniiber O°-Methylguanin
dargestellt. Auch langerkettige Alkylgruppen an der O° Position des Guanins kann MGMT
reparieren, wobei die Effizienz mit zunehmender Alkylgruppenlange abnimmt.

Das humane MGMT-Gen ist auf dem Chromosom 10926 lokalisiert, besteht aus 5 Exons und
kodiert ein Protein bestehend aus 207 Aminosauren mit einem Molekulargewicht von ca. 24
kDa (Margison et al., 2003). Der Promotor flankiert das erste Exon und besteht aus Cytosin-
Guanin-reichen Regionen, sogenannten CpG Inseln, die eine entscheidene Rolle bei der
Transkriptionsregulation spielen. Ausserdem enthalt der Promotor Bindestellen fir
Transkriptionsfaktoren wie Sp1, AP-1, AP-2 (Harris et al., 1991), und Dexamethason, ein
Glukokortikoidhormon, welches durch die Bindung an das ,glucocorticoid responsive
elements® zur Induktion der MGMT-Genexpression flhrt (Biswas et al., 1999; Grombacher et
al., 1996). Eine exogene Induktion der MGMT-Expression durch Behandlungen mit Agenzien
wurde in verschiedene Spezies beschrieben. So wurde in vivo gezeigt, dass y-Bestrahlung
zu einer MGMT Zunahme in der Rattenleber flihrt (Chan et al.,, 1992). In vitro konnte in
Ratten-Hepatomzellen gezeigt werden, dass mit MNNG, MMS, UV-C- und y-Strahlung zu
einer Zunahme der MGMT Gen- und Proteinexpression und somit zu einer gesteigerten
MGMT Enzymaktivitat fuhrt (Fritz et al., 1991; Grombacher and Kaina, 1995; Lefebvre and
Laval, 1986). Auch in humanen Hepatomzellen wurde nach einer Behandlung mit Alkylantien
oder y-Strahlen eine Induktion der MGMT Genexpression und Aktivitdt gezeigt (Lefebvre et
al.,, 1993). In HeLa S3 Zellen wurden durch Phorbol-12-Myristat-13-Azetat (TPA) und 1,2-
Diazylglyzerol (DAG) uber die Aktivierung der Proteinkinase C eine 3-5-fache Zunahme der
MGMT Expression erreicht (Boldogh et al., 1998). Eine weitere Moglichkeit der MGMT
Induktion besteht durch die Bindung eines ,MGMT enhancer binding proteins“ (MEBP) am
-Enhancer“-Element, welches aus einer Grosse von 59 Bp besteht (Chen et al., 1997).

Die MGMT Expression ist auch von der Methylierung der genomischen DNA abhangig und
kann durch zwei verschiedene Mechanismen reguliert werden. Zum Einen besteht die
Méglichkeit der Methylierung des Genkorpers, welches zu einer Zunahme der MGMT
Expression und Aktivitat fuhrt (Christmann et al., 2001) und zum Anderen kann durch
Methylierung des Promotors eine Reduktion der MGMT Expression erreicht werden (Qian

and Brent, 1997). Die im Promotor lokaliserten CpG-Inseln bestehen aus wiederholenden 5’-
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Cytosin-Phosphat-Guanin-3’-Dinukleotiden und liegen im Bereich von —249 bis —103 und von
+107 bis +196 (Qian and Brent, 1997). Durch die Methylierung des Cytosins zu 5-
Methylcytosin durch Methyltransferasen entstehen Heterochromatinisierungen im Bereich
des MGMT Transkriptionsstarts (Watts et al., 1997) und veranderte Chromatinstrukturen
(Bhakat and Mitra, 2003). In MGMT defizienten Glioblastomzellen erfolgte durch die
Methylierung der CpG-Inseln eine unregelmassige Besetzung von Nukleosomen im Bereich
der Transkriptionsfaktorbindestelle, was zu einer ,geschlossenen® Chromatinstruktur flhrte,
welche unzugangig fur Transkriptionsfaktoren und Enzymen wie Polymerasen wurde (Patel
et al., 1997).

Eine Abnahme der MGMT Proteinaktivitdt kann durch Phosphorylierungen erreicht werden.
So wurde in vitro an humanen Blastomzellen gezeigt, dass Phosphorylierungen an Threonin,
Tyrosin und Serin durch Proteinkinase A (PKA), Caseinkinase Il und Proteinkinase C (PKC)
zu einer Abnahme der Aktivitat von 30-65% fihrt (Srivenugopal et al., 2000). Auch zwei neu
isolierte GTP-abhangige Tyrosinkinasen kdénnen durch Phosphorylierungen die MGMT
Aktivitat reduzieren (Mullapudi et al., 2000). Neben der Inaktivierung des Enzyms kann die
Phosphorylierung, z.B. am Serin 204, auch vor proteolytische Degradierungen schitzen (Lim
et al., 2000).

Die Regulation der MGMT Expression und Aktivitdt kann auch durch p53 erfolgen. So wurde
in vivo bei Mausen gezeigt, dass y-Bestrahlung zu einer Zunahme der Aktivitdt des
Reparaturenzyms in Abhangigkeit mit funktionellem p53 flhrt (Rafferty et al., 1996). Dieses
Phanomen der p53-abhangigen Induktion der Gen- und Proteinexpression von MGMT nach
y-Bestrahlung wurde auch in vitro bei Mausfibroblasten und Rattenhepatomzellen
beobachtet (Grombacher et al., 1998). Jedoch wurde in vitro gezeigt, dass funktionelles p53
die MGMT Promotoraktivitat herabreguliert und zu einer verminderten Genexpression flihrt
(Grombacher et al., 1998; Harris et al., 1996). Auch in vivo wurde in Tumoren eine Abnahme
der MGMT Aktivitdt mit vorhandenem, funktionellem p53 beobachtet (Hengstler et al., 1999).
Somit kann p53 die Expression von MGMT inhibieren oder durch DNA-Schadigung mittels

Bestrahlung aktivieren.

ion der G ion durch

Promoteraktivierung

Degradierung

\\> _/
CH,
CHX
6
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endogene Alkylierung
zytostatische Wirkstoffe
Umweltkarzinogene

o)

Abb. 1.5: Schematische Darstellung der MGMT Aktivitdt an methyliertem Guanin der DNA.
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1.4.2 Basenexzisionsreparatur (BER)

Die Aufgabe der BER ist es, DNA-Schaden wie N-Alkylierungen an Purinbasen, z. B.: 7-
Methylguanin, 3-Methyladenin, 3-Methylguanin, oxidative Lasionen wie 7,8 Dihydro-8-
Oxoguanin (8-OxoG) oder Thyminglykol, desaminierte Basen wie z. B. das uber
Desaminierung aus Cytosin entstandene Uracil in der DNA oder apurine/apyrimidine (AP)-
Stellen, zu erkennen und zu reparieren. Diese Reparatur unterteilt sich in zwei
Mechanismen: der ,short-patch’ BER und der ,long-patch’ BER. Bei der ,short-patch’ BER
kommt es zur Exzision und zum Einbau eines Nukleotides und stellt die haufigste Form der
BER dar, wohingegen es bei der ,long-patch’ BER zur Reparatur mehrerer Nukleotiden (10-
12 Bp) kommt. Der Mechanismus der BER ist in der Abb. 1.5 dargestellt und wird nun im
folgenden Text erklart. Zunachst erfolgt durch Glykosylasen die Erkennung und Entfernung
der geschadigten Base Uber eine hydrolytische Spaltung der N-glykosidischen Bindung
zwischen der Base und der Desoxyribose, was zur Bildung einer apurinen/apyrimidinen
Stelle (AP-Stelle) flhrt. Es sind bis zu 12 verschiedene Glykosylasen bekannt, welche sich
durch unterschiedliche Substratspezifitaten unterscheiden (Christmann et al., 2003). Neben
den monofunktionalen Glykosylasen existieren auch bifunktionale Glykosylasen, welche
neben der Entfernung der geschadigten Base auch den Einschnitt in der DNA durchfihren.
Als Beispiel hierzu ware die 8-Oxoguanin-DNA-Glykosylase 1 (OGG1;) (lde and Kotera,
2004) zu nennen, die durch oxidativen Stress geschadigte Base 8-Oxoguanin (8-OxoG)
entfernt und durch ihre AP-Lyaseaktivitat die DNA an der AP-Stelle einschneidet.
Monofunktionale Glykosylasen entfernen nur die geschadigte Base. Ein Beispiel hierzu ist
die N-Methylpurin-DNA-Glykosylase (MPG1) (Demple and Harrison, 1994), welche N-
alkylierte Basen entfernt. Durch die AP-Endonuklease (APE, HAP1, BAP1, APEX, REF1)
erfolgt der hydrolytische Einschnitt am 5 Ende der basenfreien Desoxyribose (AP-Stelle),
was zur Bildung von 5’-Desoxyribose-5-Phosphat (dRP) und 3’-OH Rest fihrt. Bei der ,short-
patch’ BER kommt es zum Verdrdngen des dRP-Restes und zum Einbau eines neuen
Nukleotides durch DNA Polymerase B (Pol B) (Sobol et al., 1996). Es erfolgt nun die
Entfernung des dRP-Rests durch die Lyaseaktivitat der Pol B (Sobol et al., 2000) und die
Ligation durch ein DNA Ligase Il - XRCC1 Komplex (Tomkinson et al., 2001). Bei der’ long-
patch’ BER erfolgt nach dem Einbau eines Nukleotides durch Pol B weitere Reaktionen.
Nach der Dissoziation der Pol B von der DNA erfolgt die Strangverdrangung und der Einbau
weiterer Nukleotide durch Polymerase ¢ oder & zusammen mit PCNA und dem
Replikationsfaktor C (RF-C) (Stucki et al., 1998). Durch PCNA stimuliertes FEN1 Protein
entfernt Uber seine Endonuklease-Aktivitdt die verdrangten Oligonukleotide des 5°-

Desoxynukleotid-5-Phosphatsendes, welches man auch als 5-dRPflap bezeichnet (Dianova
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et al., 2001; Klungland and Lindahl, 1997). Die Ligation erfolgt zum Schluss durch Ligase I,
welche mit PCNA interagiert (Tomkinson et al., 2001).

Welcher Weg der BER (,short’ oder ,long-patch’) bei der Prozessierung der AP-Stelle
verwendet wird, ist von verschiedenen Faktoren abhangig. Neben der unterschiedlichen
chemischen Struktur der AP-Stelle spielen auch Lasionsspezifitaten oder Protein-Protein
Interaktionen eine Rolle, die den Verlauf der Reparatur beeinflussen (Fortini and Dogliotti,
2007). AP-Stellen liegen entweder als ringférmige a, Hemiazetat oder als offenkettige
Aldehyde oder hydratisierte Aldehyde vor (Beger and Bolton, 1998). Die hemiazetale Form
der AP-Stelle stellt die regulare AP-Stelle dar und wird Uber die short-patch BER prozessiert,
dagegen sind oxidierte oder reduzierte Aldehyde resistent gegeniber der -Elimination von
Pol B und werden uber ,long-patch’ BER repariert (Christmann et al., 2003). Lasionen wie
Tetrahydrofuran (THF) (Matsumoto et al., 1994), Uracil (Bennett et al., 2001) oder C1-
oxidierte AP-Stellen (Sung et al., 2005) werden ebenso Uber ,long-patch’ BER prozessiert.
Proteininteraktionen der Komponenten der BER kénnen ebenso Auswirkungen auf den BER
Prozess Uber ,short-" oder ,long-patch’ haben. Eine entscheidene Rolle in der Koordination
der BER hat das Protein XRCC1 (,X-ray repair cross complementing protein 1°,) (Fortini and
Dogliotti, 2007). Die Interaktion von XRCC1 mit verschiedenen Proteinen der BER flhrt zur
Stabilitat oder zur Aktivitdtsveranderung der gebundenen Proteine. XRCC1 interagiert mit
DNA Ligase llla (Caldecott et al., 1994), APE1 (Vidal et al., 2001), PolB (Kubota et al., 1996)
und PCNA (Fan et al., 2004). Mutationen im XRCC1/DNA Ligase llla Komplex, welcher mit
PolB interagiert, fuhrt zum Abbruch der BER, da PolB keine Verbindung mit dem Komplex
eingehen kann (Dianova et al., 2004). Welcher Weg der BER die DNA Lasion repariert, ist
auch von der ATP Konzentration abhangig. So erfolgt bei niedriger ATP Konzentration eine
Stimulierung der Strangverdrangung durch PolB mittels XRCC1 Interaktion, was
ausschliesslich zur \long-patch’ Basenexzisionsreparatur flhrt (Petermann et al., 2006). Bei
ATP Zugabe verhindert die Ligation mittels DNA Ligase llla die Strangverdrangung und leitet
so die ,short-patch’ BER ein.

Bei der ,long-patch’ BER spielt auch die Interaktion von XRCC1 mit PCNA eine Rolle, da in-
vitro Studien eine Abnahme der PCNA-abhangigen ,long-patch’ BER (Matsumoto, 2001) von
Uber 50% zeigten (Fan et al., 2004). Somit spielt XRCC1 in der ,short’ und ,long-patch’ BER

eine Rolle.
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Abb. 1.6: Mechanismus der Basenexzisionsreparatur. Links: Exzission eines einzigen Nukleotides (,short-
patch repair’); Rechts: Exzission mehrerer Nukleotide (long-patch repair’); Abbildung aus Christmann et al.
(2003).
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1.5 Apoptose

Apoptose (griech.: Das Fallen der Blatter im Herbst) (Arends and Wyllie, 1991) 16st in der
Zelle einen Prozess aus, der zu einem kontrollierten Absterben der Zelle fuhrt und als
programmierter Zelltod bezeichnet wird. Die Apoptose ist in der embryonalen Entwicklung,
Seneszenz, Homoostase, Selektion von Immunzellen oder geschadigten Zellen u.v.m. von
grosser Bedeutung (Arnold et al., 2006; Vaux and Korsmeyer, 1999), da unfunktionelle oder
defekte Zellen eliminiert werden. Der apoptotische Prozess aufert sich durch Abnahme des
Zell- und Kernvolumens, Kondensation und Fragmentation des Chromatins,
zytoplasmatischen Zerfall in kleine membranumschlossene Korperchen, auch ,Blebbing’
genannt, und dem Losen des Zell-Zell-Kontaktes (Wyllie et al., 1980). Zu den initiierenden
Stimuli einer Apoptose kénnen exo- und endogene Noxen angehdren. Dazu zahlen UV- und
y-Strahlung (Chow and Tron, 2005; Mathieu et al., 1999), Beeintrachtigung der lonenkanalen
in der Plasmamembran (Suh and Yuspa, 2005), Hemmung der Proteinbiosynthese (Chang
et al., 1997) oder DNA-Schadigungen durch Chemotherapeutika (Roos and Kaina, 2006), die
zu einer Induktion der Apoptose fiihren. Fir die Tumortherapie sind Zytostatika von
klinischer Relevanz, da sie eine DNA-schadensinduzierte Apoptose vor allem im
schnellwachsendem Tumorgewebe ausldsen. Somit stellen die Zytostatika induzierten DNA-
Schaden und die hierliber vermittelte Induktion der Apoptose einen bedeutenden Faktor bei
der Tumortherapie dar. Zu den DNA-schadigenden Zytostatika gehdren die DNA-
Strangbruchinduktoren, wie Bleomycin (Povirk et al., 1977), die Basen-alkylierenden
Verbindungen, wie Temozolomid, Procarbazin und Dacarbazin (Newell et al., 1987), die
DNA-Quervernetzungsagenzien, wie Cisplatin und Cyclophosphamid (Anderson et al., 1995;
Takahara et al., 1995). Neben den DNA-schadensinduzierten Zytostatika existieren auch
Wirkstoffe, die in der Tumortherapie zur Hemmung von Topoisomerasen eingesetzt werden,
da Tumore eine erhéhte Expression von Topoisomerasen aufweisen (Dingemans et al.,
1998). Dazu zahlen die Topoisomeraseninhibitoren Doxorubicin, Etoposid, welche
Topoisomerasen |l inhibieren, und Topotecan, was Topoisomerase | inhibiert (Cummings
and Smyth, 1993). Der molekulare Mechanismus der Apoptose ist in Abb. 1.6 dargestellt
und kann grob in 2 Signaltransduktionswege eingeteilt werden, der rezeptorvermittelten
(extrinsischen) und mitochondrialen (intrinsischen) Apoptose (Fulda and Debatin, 2006).

Die exogen initiierte Apoptose (Typ 1) erfolgt durch die Bindung trimerer Liganden an die
membranstandigen Todes-Rezeptoren. Zu den Todes-Rezeptoren gehdéren Fas/CD95R,
TNF Rezeptor 1(TNFR1), TRAIL-R1/2, DR3 und DRG6, sowie deren Liganden Fas-Ligand
(CD95-L), TNFa, Lymphotoxin-a, TRAIL und TWEAK (Fulda and Debatin, 2006). Nach der
Bindung des Liganden FasL an den Rezeptor FasR wird eine Trimerisierung der C-

terminalen Rezeptordoméne induziert (Huang et al., 1996). Es erfolgt nun die Anlagerung
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des Scaffold-Proteins FADD (Fas-associated protein with death domain; MORT1) Uber die
Homodimerisierung seiner Todes-Domane (DD, death domane) mit der des Fas-Rezeptors
(Chinnaiyan et al., 1995). Desweiteren bindet an FADD Uber die Homodimerisierung von
Todes-Effektor-Doméanen (DEDs, death effector domains) die Pro-Caspase-8 (FLICE).
Dieser Proteinkomplex an der Membran wird als DISC (Todessignal-induzierter Komplex,
death-inducing signaling complex) bezeichnet (Kischkel et al., 1995). Caspasen liegen in der
Zelle inaktiv als Pro-Caspasen, sogenannte Zymogene, vor und sind Cystein-abhangige,
Aspartat-gerichtete Proteasen (Cohen, 1997). Durch autokatalytische Proteolyse oder durch
andere Caspasen werden diese inaktiven Pro-Caspasen in der apoptotischen Zelle aktiviert,
was zur Degradierung ihrer Zielproteine und letztendlich zur DNA-Fragmentierung fiihrt. Die
autokatalytische Proteolyse zum Beispiel bei Caspase-8 kann Uber die raumliche
Annaherung mehrerer Caspasen zueinander durch die Bindung an FADD initiiert werden
(Chang et al., 2003). Nach der Bindung der inaktiven Pro-Caspase-8 an FADD erfolgt nun
die Abspaltung der Caspase-8 Prodomane und die autokatalytische Spaltung in eine p18
und p11 Untereinheit (Cohen, 1997). Die aktive Caspase-8 ist ein Tetramer und besteht aus
zwei groRen p18 und zwei kleinen p11 Untereinheiten (Watt et al., 1999). Caspase-8 aktiviert
nun durch Proteolyse die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 (Earnshaw et al., 1999), welche
weitere Substrate spalten, wie z.B. ICAD (inhibitor of caspase activated DNase). Durch diese
Spaltung von ICAD entfallt die Inhibition der CAD (caspase activated deoxyribonuclease),
was zur Fragmentierung der nukledaren DNA fuhrt (Enari et al., 1998). Andere
Caspasesubstrate sind Strukturproteine wie G-Aktin oder Lamin A,B, sowie PARP, einem
DNA-Reparaturprotein, deren Spaltung eine proapoptotische Auswirkung auf die Zelle haben
(Earnshaw et al., 1999; Kaufmann et al., 1993).

Bei der endogen induzierten Apoptose (Typ Il) spielt das Mitochondrium und die Proteine der
Bcl-2 Familie eine entscheidende Rolle. Mitglieder der Bcl-2 Familie werden funktionell in
pro- und antiapoptotische Proteine unterteilt. Dabei sind die Proteine Bcl-2 und Bcl-x_ anti-
apoptotisch, Bax, Bak, Bad, Bok und Bid sind pro-apoptotisch (Reed, 2006). Bcl-2 ist ein
intrazellulares Membranprotein und kann als Heterodimer mit Bax in der aufseren Membran
des Mitochondriums, des Endoplasmatischen Retikulums und der Kernmembran vorliegen
(Krajewski et al., 1993; Oltvai et al., 1993). Bcl-2 spielt eine wichtige Rolle bei der
mitochondrialen Apoptose. Eine Uberexpression von Bcl-2 verhindert die Bax-Translokation
in die mitochondriale Membran und somit den Signaltransduktionsweg der mitochondrialen
Apoptose (Murphy et al., 2000). Die Induktion der mitochondrialen Apoptose kann uber eine
Abnahme des Bcl-2 Proteins durch Spaltung, proteosomale Degradierung oder
Heterodimerisierung mit proapoptotischen Proteinen (Bax, BAD) erfolgen, was zur
Inaktivierung von Bcl-2 flihrt (Kroemer, 1997). Uber die Freisetzung des im

zytoplasmatischen Raum vorliegenden Bax Proteins kann es zu dessen Oligomerisierung
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und Translokation in die mitochondriale Membran kommen. Diese Bax-Oligomere bilden in
der Membran Poren, was zur Freisetzung von Cytochrom C und dem Zusammenbruch des
mitochondrialen Transmembranpotentials flhrt (Jurgensmeier et al., 1998; Kroemer et al.,
2007).(Antonsson et al., 2000). Cytochrom C bildet mit ATP, Apaf-1 (apoptotic protease-
activating factor-1) und Pro-Caspasen-9 einen Komplex, welcher als Apoptosom bezeichnet
wird (Li et al., 1997). In diesem Komplex erfolgt die Prozessierung und Aktivierung von Pro-
Caspase-9, welche wiederum die Effektorcaspase-3 spaltet und aktiviert. Diese
Effektorcaspase degradiert des weiteren spezifische Substrate wie z.B. ICAD und induziert
letztendlich die Fragmentierung der DNA. Die strikte Unterteilung in mitochondriale und
rezeptorabhangige Signaltransduktion wurde als nicht haltbar gezeigt, da es nach der CD95
Rezeptor Aktivierung zur Prozessierung des Mitglieds der Bcl-2 Familie Bid durch die aktive
Caspase-8 kommen kann (Li et al., 1998). Dieses Phanomen scheint zelltypspezifisch zu
sein. Aktives, gespaltenes tBid (truncated Bid) induziert nach der Translokation in die
mitochondriale Membran die Freisetzung von Cytochrom C und fuhrt zur Caspase-9
Aktvierung (Luo et al., 1998). Auch andere Mechanismen wie Aktivierung von Caspase-8
durch mitochondrial aktivierte Caspase-6 zeigen die Vernetzung innerhalb der apoptotischen

Signaltransduktionswege (Slee et al., 1999).
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Abb. 1.7: Mechanismus der Rezeptor-vermittelten und mitochondrialen Apoptose
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1.6 Fragestellung

Aus Monozyten abgeleitete Dendritische Zellen (DC) stellen eine wichtige Komponente in
der Immunabwehr und der Tumorbekampfung dar. Da diese Form der Immuntherapie mit
der Alkylantien-basierten Chemotherapie erganzt wird, ist die Untersuchung der Sensitvitat
von Immunzellen gegenuber Alkylantien von grosser Bedeutung. Zunachst sollten in der
vorliegenden Arbeit die Protein- und Genexpression von DNA-Reparaturenzymen in
Monozyten und den daraus abgeleiteten DC untersucht werden, um die Frage zu klaren, ob
eine Zytokin-induzierte Differenzierung der Monozyten zu DC einen Einfluss auf die
Repartaturkapazitat der Zelle hat. Dies koénnte auch Auswirkungen auf die Sensitivitat
gegenuber Alkylantien haben, wenn unterschiedliche Expressionsintensitaten von
Reparaturproteinen vorliegen. Generell stellt sich hier die Frage: wie sieht die Sensitivitat der
Immunzellen gegenlber Alkylantien aus und stimmt diese mit der Expression von DNA-
Reparaturproteinen iberein? Alkylantien induzieren DNA-Lasionen wie O°-Alkylguanin,
welche durch das Enzym MGMT repariert werden, und auch N-Alkylierungen, die durch BER
eliminiert werden. Daher stellt sich die Frage, welche DNA-Lasion die Zytotoxizitat der
Alkylantien bedingen und wie Unterschiede in der Sensitivitat erklart werden kdnnen?
Werden diese DNA-L&sionen nicht eliminiert, fihrt dies zum Zelltod. Daher ist es weiterhin
von Interesse zu erfahren, wie die Immunzellen nach Alkylantienbehandlung sterben und
welcher Signaltransduktionsweg hierbei eine Rolle spielt. Da es sich bei Monozyten und DCs
um nichtproliferierende Immunzellen handelt, ist es naheliegend andere proliferierende
Zellen, wie T-Lymphozyten oder expandierte CD34"Stammzellen auf Sensitivitat gegentiber
Zytostatika zu untersuchen und deren Reparaturkapazitat zu tberprifen. Da Tumorzellen
auch eine erhohte Expression von Topoisomerasen aufweisen, sind einige Zytostatika gegen
die Aktivitat dieser Relaxierungsenzyme gerichtet. Es wurden daher auch Arbeiten
durchgefiihrt, mit dem Ziel, die Wirkung der Zytostatika Topotecan und Etoposid auf
Topoisomerase | und Il in Abhangigkeit von Protein p53 und deren Induktion von

Strangbriichen zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Tab. 2.1: Chemikalien- und Mutagenliste

Artikel Firma
Acrylamid/Bisacrylamid Roth, Karlsruhe

Annexin V-FITC BD Pharmingen, Heidelberg
APS Merck, Darmstadt

Cisplatin Sigma-Aldrich, Minchen

Comassie Blue G-250

DNA Marker (pBR322 DNA/Alul Marker,
Lambda DNA/EcoRI/Hindlll Marker 3)
DMSO

DTT

ECL- und ECL-Plus-Kit

EDTA

Fotemusutin

Giemsa

Kristallviolett

LMP-Agarose

Mafosfamid

Magermilchpulver
N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin (MNNG)
Methylmethansulfonat (MMS)
N-Lauryl-Sarcosine

Nonidet P40

PBS

PMSF

Ponceau S

Propidiumjodid

Prestained Proteinmarker
Radioaktive Nukleotide (**P-dATP)
RNAse A

SDS

Bio-Rad, Miinchen

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
Fluka, Neu Ulm
Sigma-Aldrich, Minchen

Pharmacia/Amersham, Braunschweig

Calbiochem, Darmstadt

Les Laboratoires Servier, Gidy
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Appligene, Heidelberg

Asta Medica, Frankfurt
Reformhaus, Mainz

Sigma, Minchen

Sigma, Minchen
Sigma-Aldrich, Mlinchen
Fluka, Neu Ulm

GIBCOBRL, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Serva, Heidelberg

MBI Fermentas, St. Leon-Roth
NEN Dupoint, Zaventem, Belgien
Sigma-Aldrich, Minchen
Bio-Rad, Miinchen
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Szintillationslésung

Roth, Karlsruhe

TCA Roth, Karlsruhe

TEMED Roth, Karlsruhe
Temozolomid Essex-Pharma, Miinchen
Tris Roth, Karlsruhe

Triton X-100 Sigma-Aldrich, Minchen
Trypsin 250 Cambrex, Verviers, Belgien
Tween-20 Sigma-Aldrich, Minchen
2.2 Gerate

Tab. 2.2: Gerateliste

Geréate

Firma

Autoklav Tuttnauer 5075 E
Blot-Kammer, Trans-Blot Cell
Brutschrank (B5060 EK/CO2)

Elektrophoreseapparaturen (Protein)

Elektrophoreseapparaturen (DNA)
Elektroporationsgerat
FACScalibur

Elisa Reader Multiskan Ex
Feinwaage

Gel Doc 1000

Geldokumentationssystem

Kinetic Imaging Komet 4.0.2 Software

LightCycler

MACS

Mikroskop BX 50

Mikroskop Wilovert A

ND 1000 Spektrophotometer
Neubauer-Zahlkammer
Phosphor Imager Storm
Polaroid-Kamera MP4 Standard
Roéntgenfilme (Hyperfilm MP)

Schiuttelinkubator Certomat

Heraeus, Hanau

Bio-Rad, Miinchen

Heraeus, Minchen

Biometra, Géttingen

Bio-Rad, Miinchen

Amaxa, Koln

Becton Dickinson, Heidelberg
Thermo Electron, Vantaa, Finnland
Satorius, Gottingen

Bio-Rad, Mlnchen

Syngene, Cambridge, UK

BFI Optilas, Puchheim

Roche, Mannheim

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Olympus, Hamburg

Hund, Wetzlar

Nanodrop, Wilmington, USA
Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia, Freiburg
Polaroid, Offenbach

Kodak, Stuttgart

Braun Biotech. Int., Melsungen
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Sonifier 250

Spannungsquelle Power PAC 200/2.0
Spannungsquelle Power PAC 3000
Spektralphotometer Titertek Multiscan Plus
Spektralphotometer Biophotometer
Sterilbank CLASSII A/B3
Stickstofftank 35 HC

Tischzentrifuge 5402

Thermomixer 5436

Thermocycler

Uberkopfschiittler REAX2

Zentrifuge 5417R

Zentrifuge Sorvall RC513, Rotor GSA

Branson, Danbury, USA
Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen
Labsystems, Finnland
Eppendorf, Hamburg
NUAIR Zapf, Sarstedt
Taylor-Wharton, Indianapolis, USA
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Goéttingen
Heidolph, Schwabach
Eppendorf, Hamburg

Heraeus, Minchen

2.3 ,Kits"

Tab. 2.3: ,Kitliste

Kit

Firma

NucleoSpin®-RNA [l Kit

NucleoSpin®-Tissue Kit

Mini RNA Kit

SuperScript™nFirst Strang Synthesis System Kit
LightCycler-FastStartDNA Master SYBR-Greenl
DNeasy®-Tissue Kit

WST-1 Cell Proliferation Reagent

CD34 MACS

CD14 MACS

CAT ELISA Kit

MachereyNagel, Diren

Macherey Nagel, Diren

Qiagen, Hilden

Invitrogen, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim
Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

La Roche, Mannheim
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2.4 Verbrauchsmaterialien

Tab. 2.4: Verbrauchsmaterialienliste

Verbrauchsmateralien

Firma

Alkoholische Lésungen

Deckglaser 24x60 mm

Hyperfilm, ECL

Objekttrager, 26x76 mm, frosted end

Protran Nitrocellulose Transfer Membran

Whatmann 3 MM Filter paper

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Menzel, Braunschweig

Schleicher & Schuell, Dassel

Schleicher & Schuell, Dassel

2.5 Humane Antikorper

Tab. 2.5: Primare Antikorper

Antikdrper Firma Nummer
anti Apex1 Novus Biologicals, Littleton, USA NB 100-116
anti Apex2 Abcam, Cambridge, UK 13691

anti Bax Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg N 20

anti Bcl-2 BD Bioscience, Heidelberg 551107
anti Caspase 3 Cell Signaling, Frankfurt Sc 9664
anti Caspase 8 Cell Signaling, Frankfurt 1C12

anti Caspase 9 Cell Signaling, Frankfurt Sc 9502
anti ERCC1 NeoMarkers, Asbach MS 67180
anti Fen1 BD Bioscience, Heidelberg 611294
anti Liglll BD Bioscience, Heidelberg 611876
anti MGMT Chemicon, Ochsenhausen MAB 16200
anti MLH1 Pharmingen, Lexington 13271A
anti MPG von Rabin

anti iINOS R&D, Wiesbaden MAB 9501
anti p53 BD Bioscience, Heidelberg 554170
anti PCNA Calbiochem, Schwalbach NA 03
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anti Polp NeoMarkers, Asbach MS 669 P1
anti XRCC1 NeoMarkers, Asbach MS 434
anti CD14 Coulter/Immunotech, Hamburg

anti CD19 Coulter/lImmunotech, Hamburg

anti CD80 Coulter/Immunotech, Hamburg MAB 104
anti CD83 Coulter/Immunotech, Hamburg HB 15A
anti CD86 Coulter/Immunotech, Hamburg IT2.2

anti HLA-DR Serotec/Camon, Wiesbaden

Tab. 2.6: Sekundére Detektionsantikorper

Antikorper Firma Nummer

anti Maus lg, horseradish peroxidase-konjugiert
(aus Schaf) Amersham Pharmacia, Freiburg NA931
anti Kaninchen lg, horseradish peroxidase-konjugiert

(aus Esel) Amersham Pharmacia, Freiburg NA934

anti Maus Ig-FITC Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA

anti Ratte Ig-PE Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA

2.6 Synthetische Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden synthetisiert und aufgereinigt von MWG-Biotech (Ebersberg). Es

handelt sich ausschlieRlich um humane Oligonukleotide.

Tab. 2.7: Oligonukleotidliste

Bezeichnung Sequenzen 5'— 3’ Anwendung
3’-AP-1 5" AGTGGTGACTCATCACT 3 EMSA
5-AP-1 5 AGTGATGAGTCACCACT 3 EMSA
3-apet 5" CCGAGGGCCTTGGAACG 3 RT-PCR
5-ape1 5" CCGGCAGCGCTGGGATGAA 3 RT-PCR
3’-ape2 5" GTACCCGGGTTTGATTGTTGTGCT 3’ RT-PCR
5’-ape2 5" CAGGGCGCAAGTGGATGGAC 3’ RT-PCR
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3’-ercc1
5-ercct
3-mih1

5-mih1

fasL 3’ (mouse)
fasL 5 (mouse)
fasR 3’ (mouse)
fasR 5’ (mouse)
3’-fen-1
5'-fen-1
3’-gapdh
5’-gapdh
3'-ligll!

5'-liglll

3’-pcna
5’-pcna

3’-polB

5-polB

3’-xrcct
5-xrcc1

5-n MGMT
3'-n MGMT
5-um MGMT
3’-um MGMT
5-m MGMT
3’-m MGMT
SK12U

SK10

5 AGGGCCGCCAGCAAGGAAGAAAT &

5 TGCAGTCGGCCAGGATACACAT 3

5 TGGGCCTTGGCACAGCATC 3’

5 CTTTTCTTCGTCCCAATTCACCTCA 3
5 CCCCTCCAGGCACAGTTCTTCC 3

5 CTTGTGGCTCAGGGGCAGGTTGT 3’

5 AAGGGATTGGAATTGAGGAAGACTG 3
5 GTGGAATTGGCAAAAGAAGAAGACA 3’
5 TGCTGCAGAATGAGGAGGGTGAGA 3
5 ACAGGGCTGCCGAAGGTGAGG 3’

" GAAGATGGTGATGGGATTTC &

" GAAGGTGAAGGTCGGAGT &
"TTGGGGAAGGTTAGTGGCAGATTT &

" GAGGGGCTGGTGCTGAAGGATG 3’

" GAGAGTGGAGTGGCTTTTGTAA 3
"ACCTTGGCGCTAGTATTTGAA 3
"GGGTTCCCGGTATTTCCACT 3’

5 GACCCATCCCAGCTTCACTTC 3’

5 ACGAATGCCAGGGAGGGGTTGTC &

5 AGCGGTGGCAGCGGAGATGAAG &

5 GCGTTTCGGATATGTTGGGATAGTT 3’
5 AAACTCCGCACTCTTCCGAAAAC 3

5 TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT 3
5 AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA 3
5 TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC 3’

5 GCACTCTTCCGAAAACGAAACG 3

a o o o0 o o O,

5 CCAGTGAATCCGGGGGUTCCGTCGACCTGCAGCCA 3’
5 TGGCTGCAGGTCGACGGAGCCCCCGGATTCACTGG 3’

RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
RT-PCR
MSP
MSP
MSP
MSP
MSP
MSP
APE1 Test
APE1 Test

2.7 Zellkulturmedien

Tab. 2.8: Medienliste

Medien

Firma

DMEM

BioWhittaker, Cambrex, Belgien
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DMEM F12 BioWhittaker, Cambrex, Belgien
RPMI-1640 PAA, Pasching, Osterreich
X-VIVO 15 BioWhittaker, Cambrex, Belgien
2.8 Zytokine

Tab. 2.9: Zytokinenliste

Zytokine Firma

GM-CSF Leukomax; Novartis, Basel, Schweiz
IL-18 Strathmann Biotech, Hannover

IL-4 Strathmann Biotech, Hannover

IL-6 Strathmann Biotech, Hannover
TNFa Strathmann Biotech, Hannover
PGE, Minprostin; Pharmacia, Heppenheim
SCF Peprotech

FLT-3 Immunex-Amgen

TGFB Peprotech

CD40L Immunex-Amgen

2.9 Adharente Zelllinien

BK4
CHO-9
kulti-

E
EM-C11

HelLa-MR

HelLa-S3

MeWo

p53 profiziente fibroblastoide Zellen der Maus, kultiviertin DMEM/10% FCS

XRCC1 profiziente epitheloide Ovarzelllinie des Chinesischen Hamsters,

viert in DMEM F12/5% FCS

p53 defiziente fibroblastoide Zellen der Maus, kultiviert in DMEM/10% FCS
XRCC1 defiziente epitheloide Ovarzelllinie des Chinesischen Hamsters, kulti-
viert in DMEM F12/5% FCS

humane Zelllinie eines Gebarmutterkarzinoms (Mex-), kultiviert in DMEM F12/
5% FCS

humane Zelllinie eines Gebarmutterkarzinoms (Mex+), kultiviert in DMEM F12/
5% FCS

humane Melanomzelllinie, kultiviert in RPMI1640/10% FCS
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2.10 Puffer

DNA-Stop-Puffer (5x)

Protein-Transfer-Puffer

SDS-Trenngel (15 %) (10 %) (7,5%)

SDS-Sammelgel (5%)

SDS-Laufpuffer

20%iges Sequenziergel (Roth)

10x TBE (Tris-Borat-EDTA)

TBS

TE-Puffer

4 M Harnstoff

50 % Saccharose

0,1 M NazEDTA

0,1 % Bromphenolblau

25 mM Tris/HCI (pH 8.0)
100 mM Glycin

25 % Methanol

4.5 (Fan et al.) (2,3) ml Acrylamid
3 ml 1,5 MTris/HCI (pH. 8,8)
4,3 (5,7) (6,5) ml dH,0O

60 pl 20 % SDS

60 pl 10% APS

6 ml TEMED

570 pl Acrylamid

570 pl 1 MTris/HCI (pH. 6,8)
3,3 ml dH,0

22,5 yl 20 % SDS

45 ul 10% APS

4,5 ml TEMED

57,6 g Glycin

12 g Tris

10 ml 20% SDS

ad 2000 ml dH,0

10 ml Sequenziergel-Konzentrat
0,5 ml Sequenziergel-Puffer
0,5 ml Sequenziergel-Verdinner
100 pl 10% APS

2 yl TEMED

900 mM Tris/HCI (pH 8,2)
900 mM Borsaure

12,5 mM NazEDTA

24.2 g Tris/HCI, pH 7.6

80.0 g NaCl

ad 1l with dH,O

10 mM Tris/HCI (pH 8.0)



Material und Methoden 25

1 mM EDTA
MACS PBS

2mM EDTA

0,5% BSA

2.11 Zellkulturarbeiten

2.11.1 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Adharent wachsende Zellen wurden in Zellkulturflaschen im jeweiligen Kulturmedium unter
wassergesattigter Atmosphare bei 37°C und 7%CO, kultiviert. Das Passagieren der Zellen
wurde im subkonfluenten Stadium durch Absaugen des Mediums, Waschen mit PBS und
Ablésen der Zellen durch die Zugabe von Trypsin (0,25% (w/v) in PBS) durchgefuhrt. Die
Zellkryokonservierung von abtrypsinisierten Zellen erfolgte im jeweiligen Medium mit 10%
FCS und 10% DMSO in Kryogefassen bei -80°C. Fiur Dauerkonservierung wurden Kryordhr-

chen in Tanks mit flissigem Stickstoff (-195°C) (Uberfihrt. Das Auftauen von
kryokonservierten Zellen erfolgte im Wasserbad bei 37°C. Um das verbleibende DMSO zu
entfernen, wurden die aufgetauten Zellen sofort im Kulturmedium gewaschen (1200 Upm, 4
min, RT). Danach wurden die Zellen in 5 ml Medium aufgenommen und in eine Kulturflasche
uberfuhrt.

Bei Suspensionszellen handelt es sich hier um primare Blutzellen, welche stets frisch isoliert
und nicht konserviert wurden, da diese Zellen zu empfindlich auf das Einfrieren mit DMSO
reagieren. Die Zelldichte der Suspensionszellen fir die folgenden Untersuchungen betrug
0,5-1x10° Zellen/ml.

2.11.2 Isolierung von PBMCs aus peripherem Blut

Die Isolation humaner mononukledrer Zellen des peripheren Blutes (PBMCs, ,peripheral
blood mononuclear cells®) erfolgte aus ,Buffy Coat” Praparationen, die bei der Aufarbeitung
von Blutkonserven gesunder Spendern in Blutbanken anfallen. Die Buffy Coats wurden von
der Transfusionszentrale der Universitatsklinik Mainz bezogen. Diese Leukozyten-
angereicherte Fraktion, sog. Buffy Coat, enthalt neben Erythrozyten, Granulozyten,
Thrombozyten auch PBMCs, welche sich aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichten durch
Dichtezentrifugation separieren lassen. Zellen mit einer Dichte uber 1,077g/ml, wie z.B.
Erythrozyten und Granulozyten, befinden sich nach einer Zentrifugation unterhalb der Ficoll-

Schicht, wahrend PBMC und Thrombozyten als Interphase auf der Ficoll-Schicht aufliegen.
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Zur weiteren Aufreinigung der PBMC wurde die Interphase abgenommen und die
Thrombozyten durch mehrfaches Waschen entfernt. In sterile 50 ml Falcon-Réhrchen wurde
10 ml Ficoll-Hypaque (1,077 g/ml, Biochrom, Belgien) vorgelegt und vorsichtig mit 20ml
.Buffy Coat* Blut beschichtet. Nach Dichtezentrifugation (30min, 1200 Upm, RT, ohne
Bremse) wurde das Serum/Plasma abgenommen, hitzeinaktiviert fir 30min bei 56°C, durch
hochtourige Zentrifugation von 3000 Upm fiir 8 min bei RT von ausgefallten Proteinen befreit
und fir die Kultivierung der Monozyten, DC und weiterer Immunzellen bei 4°C aufbewahrt.
Die Interphase wurde in neue 50 ml Falcon-Rdhrchen Uberfihrt und auf 50 ml mit kaltem
PBS aufgefillt. Die PBMC wurden bei 1500 Upm fiir 5 min und 4°C abzentrifugiert und der
thrombozytenhaltige Uberstand entfernt. Dieser Waschschritt wurde zweimal wiederholt. Die
isolierten PBMC wurden in RPMI mit 1,5% autologem Plasma resuspendiert, mit Trypan-

Blau angefarbt und ausgezahlt.

2.11.3 Anreicherung von Monozyten aus PBMCs

Um die Monozyten zu separieren, wurde ihre Adharenzfahigkeit auf Polystyrol-Platten
ausgenutzt. Fir DC oder Makrophagen Generierung aus Monozyten wurden 6 Wellplatten
(Corning/Costar, Bodenheim) und zur Monozytenanreicherung die 14 cm Zellkulturschalen
(Greiner) verwendet. Bei den 6 Wellplatten wurden 15-25 x 10°¢ der aufgereinigten PBMCs in
2 ml RPMI/ 1,5% autologes Serum pro Well pipettiert und 45min bei 37°C inkubiert.
AnschlielRend wurden die nicht-adharenten Zellen durch mehrfaches, vorsichtiges Absplilen
mit vorgewarmten PBS (37°C) entfernt. Bei den 14 cm Schalen wurden 150 x 10° Zellen in
15 ml RPMI/ 1,5% autologes Plasma inkubiert und ebenso gespult. Zum raschen Ablésen
der Monozyten aus den Zellkulturschalen wurden die Monozyten Uber Nacht in 10%

autologem Plasma/RPMI kultiviert.

2.11.4 Generierung von Dendritischen Zellen aus humanen Monozyten

Zur Generierung von Dendritischen Zellen aus Monozyten wurde das Protokoll von Jonuleit
et al. (1997) angewendet. Fir die Differenzierung von Monozyten in unausgereifte
Dendritische Zellen wurden adharente Monozyten mit 3 ml X-Vivo 15, 1,5% autologem
Serum, 800 U/ml GM-CSF und 1000 U/ml IL-4 versetzt. Die Zellen wurden alle 3 Tage mit
frischem Medium und Zytokinen versorgt, indem 900 pl pro Well abgenommen und
verworfen wurden, und mit frischem 1000 ul X-Vivo 15 Medium mit 1,5% autologem Serum,
1600 U/ml GM-CSF und 1000 U/ml IL-4 versetzt wurden. Um reife DC zu generieren, wurden

die Zellen nach 7 Tagen gesammelt und die Zellzahl bestimmt. 15 x 10° Zellen pro Well
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wurden in 3 ml X-Vivo 15 mit 800 U/ml GM-CSF, 1000 U/ml IL-4, 10 ng/ml IL-13, 10 ng/ml
TNF-a, 1000 U/ml IL-6 und 1 pug/ml PGE; firr weitere 2 Tage inkubiert und geerntet.

2.11.5 Generierung von Makrophagen aus humanen Monozyten

Fur die Differenzierung von Monozyten in Makrophagen wurden adharente Monozyten mit 2
ml X-Vivo 15, 1,5% autologem Serum mit oder ohne 800 U/ml GM-CSF versetzt. GM-CSF
verstarkt die Induktion der Makrophagenausreifung. Die Zellen wurden alle 3 Tage mit
frischem Medium und Zytokinen versorgt, indem 900 ul pro Well abgenommen und
verworfen wurden, und mit frischem 1000 ul X-Vivo 15 Medium mit 1,5% autologem Serum
und 1600 U/ml GM-CSF versetzt wurden. Nach 5 Tagen wurden die adharenten
Makrophagen fur Experimente eingesetzt und mittels Accutase (PAA) von der Zellkulturplatte

abgelost.

2.11.6 Isolierung von CD34" Stammzellen aus Nabelschnurblut

Zur lIsolierung von hdematopoetischen CD34" Stammzellen wurde Nabelschnurblut von
Neugeborenen verwendet. Die Proben wurden von der Geburtsabteilung der Frauenklinik
der Universitatsklinik Mainz in Kooperation mit Dr. Bohm nach Absprache und
Einverstandnis mit den Patienten und der Prifung und Einverstidndnis der ortlichen
Ethikkommission der Landesarztekammer Rheinland-Pfalz zur Verfligung gestellt.

50 ml Nabelschnurblut wurde in Heparin-beschichteten Monovetten (Sarstedt) abgenommen
und daraus CD34" Stammzellen angereichert. Die Erzeugung von mononuklearen
Nabelschnurblutzellen (CBMCs) erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation, wie in 2.11.2
beschrieben. Durch den hohen Erythrozytengehalt der CBMCs nach der
Dichtezentrifugation muss eine Erythrozytenlyse mit Ammoniumchlorid erfolgen, um die
anschliessende CD34 Isolierung zu gewahrleisten. Dazu wurden die CBMCs in 500 pl PBS
aufgenommen und mit 10 x Vol NH,Cl-Lysepuffer (0,15 M NH,CI, 0,01 M NaHCOQO3, 0,1 mM
EDTA, pH 7,2-7,4) fair 10-12 min auf Eis inkubiert, mit 50 ml PBS gewaschen und bei 1400
Upm fur 5 min bei 4°C zentrifugert, wiederholt mit 50 ml PBS gewaschen und bei 700 Upm
fur 20 min bei 4°C zentrifugiert, zur Thrombozytenentfernung.

Zur Anreicherung von CD34+ Stammzellen aus der CBMC-Gesamtpopulation wurde die
MACS® Technologie (Magnetic Cell Sorting, Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach)
verwendet. Das Prinzip der Methode beruht auf einer ferromagnetischen, hier indirekten
Markierung der Zielzellen durch zelltypspezifische, monoklonale Hapten-Antikoérper, welche

mit Anti-Hapten konjugierten Mikropartikeln (Microbeads) interagieren kénnen. Die Trennung
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der indirekt magnetisch markierten Zielzellen von unmarkierten Zellen erfolgt dann in einer
Magnetsaule. Zuerst wurden dazu die primaren Gesamtzellen in MACS-Puffer (PBS, 0,5 %
(w/v) BSA, 2 mM EDTA) auf eine Konzentration von 1 x 10® Zellen/ 300 pl eingestellt und mit
100 pl/ 108 Zellen FcR Blockreagenz, 100 ul/ 10® Zellen CD34 Hapten-Antikdrper versetzt
und fir 15 min bei 6°C inkubiert. Zur Entfernung nicht gebundener Antikérper wurden 5 ml
MACS-Puffer hinzugefligt und flr 5 min bei 1500 rpm abzentrifugiert. Die Zellzahl wurde
dann auf 10® Zellen/ 400 ul MACS-Puffer eingestellt und mit 100 pl/ 10® Zellen Anti-Hapten
spezifischen Microbeads versetzt, flir weitere 15 min bei 6°C inkubiert und wiederholt
gewaschen. AnschlieRend wurde die Zellzahl von 10® Zellen in 500 pl MACS-Puffer
eingestellt. Die Zellsuspension wurde im Magnetfeld auf eine mit 2 ml MACS-Puffer
equilibrierte MS+ Positivselektionssaule gegeben. Zur Entfernung der Negativfraktion wurde
die Saule 3x mit je 2 ml eiskaltem MACS-Puffer gewaschen. Nachdem die Saule aus dem
Magnetfeld entfernt wurde, wurde die Positivfraktion mit 1ml MACS-Puffer eluiert. Um eine
hohere Reinheit der Zellen zu erreichen, wurde dieses Eluat erneut auf eine Saule
aufgetragen, gewaschen und eluiert. Anschliessend wurden die CD34 positivien Zellen
abzentrifugiert und im Kulturmedium X-Vivo 15 resuspendiert. Der Reinheitsgrad der
isolierten Zellpopulation wurde durch FACS-Analyse mit CD34 spezifischen Antikérpern
(Becton-Dickinson, Heidelberg) bestimmt und betrug in der Regel 97-99 %.

2.11.7 Generierung von Langerhanszellen aus CD34" Stammzellen

Zur Generierung von Dendritischen Zellen, sog. Langerhans Zellen (LHZ), aus CD34"
Stammzellen wurde das Protokoll von Herbert Strobl, Institut fur Immunologie, Universitat

Wien (homepage: http://www.meduniwien.ac.at/immunologie/strobl/) angewendet. Fur die

Differenzierung von CD34" Stammzellen in unausgereifte LHZ wurden CD34" Zellen in vitro
expandiert Giber 2 d bei der je 1 x 10° Zellen/ml X-Vivo 15 mit 100 ng/ml GM-CSF, 50 ng/ml
SCF, 50 ng/ml FL und 50 ng/ml TPO versetzt wurden. Die expandierten Stammzellen
wurden geerntet, mit PBS gewaschen und die Zellzahl auf 2 x 10* Zellen/ml eingestellt und
mit 100 ng/ml GM-CSF, 20 ng/ml SCF, 100 ng/ml FL, 2,5 ng/ml TNFa und 0,5 ng/ml TGFf
fur 10 Tage inkubiert. Um reife DC zu generieren, wurden die Zellen gesammelt, gewaschen
und die Zellzahl auf 1 x 10° Zellen/ml eingestellt und fiir weitere 2 Tage mit 100 ng/ml GM-
CSF und 500 ng/ml CD40L inkubiert


http://www.meduniwien.ac.at/immunologie/strobl/
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2.12 Phanotypcharakterisierung

Um die Reinheit der isolierten Monozyten bzw. die Ausreifung der kultivierten DCs zu
ermitteln, wurden die Zellen einer Doppelmarkierung zur Phanotypisierung und
anschlieBender FACS-Analyse unterzogen. Dazu wurden je 1x10° Zellen eingesetzt und

nach folgendem Schema gefarbt:

Tab. 2.10: Phanotypisierung von DC und Monozyten

Primar-Antikorper Sekundar-Antikorper
Isotypkontrolle Isotyp Maus Isotyp Ratte Ms-FITC Rt-PE
Monozyten CD14 HLA-DR Ms-FITC Rt-PE
B-Zellen CD19 HLA-DR Ms-FITC Rt-PE
DC CD80 HLA-DR Ms-FITC Rt-PE
DC CD83 HLA-DR Ms-FITC Rt-PE
DC CD86 HLA-DR Ms-FITC Rt-PE

Die Zellen wurden mit je 15 ul der Primarantikorper (5 pg/ml) fur 15 min bei 4°C inkubiert.
Danach wurden alle Ansatze in 200 ul FACS-Puffer (PBS/ 0,5% FCS (v/v)) gewaschen,
zentrifugiert (3 min, 1500 Upm, 4°C), in je 15ul Sekundarantikérper (c-Maus-FITC 5 pg/ml,
o-Ratte-PE 5ug/ml) aufgenommen und fiir weitere 15 min bei 4°C inkubiert. Uberschiissige
Sekundarantikérper wurden durch erneutes Waschen mit 200 ul FACS-Puffer entfernt und

die Zellen schlieB3lich zur Messung in 250 wl FACS-Puffer aufgenommen. Im FACS wurden
HLA-DR positive Zellen im FL-2-Kanal dargestellt, wahrend CD14", CD80*, CD83", CD86"
und CD19" Zellen (Monozyten, DC, B-Zellen) im FL- 1-Kanal sichtbar wurden. Zur
Auswertung wurden die Zellen im ,Dot-Blot* (FL-2 gegen FL-1) dargestellt und mit

Quadrantenstatistik der Prozentsatz der einzelnen Zellpopulationen bestimmt.

2.13 Zytotoxizitatsuntersuchungen

2.13.1 Koloniebildungstest

Zytotoxizitat bei adharenten Zellen wurde durch einen Koloniebildungstest ermittelt. Dazu
wurden 350 Zellen in 5 cm-Zellkulturschalen ausgesat, nach 5 h behandelt und fiir 7 Tage
im CO; Inkubator kultiviert. Die gebildeten Zellkolonien wurden ausgewertet, indem das

Medium abgesaugt und die Kolonien mit MeOH fixiert wurden. Nach Lufttrocknung wurden
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die Kolonien mittels Giemsa (1,25% (w/v))-Kristallviolett (0,125% (w/v)) angefarbt und
ausgezahlt. Ausgewertet wurden Kolonien, die aus mindestens 50 Zellen bestanden. Die
Anzahl der gezahlten Kolonien wurde relativ auf die Zahl der in den Kontrollen gewachsenen

Kolonien bezogen.

2.13.2 Bestimmung metabolischer Zellaktivitat

Durch einen kolorimetrischen Assay mit dem WST-1-Reagenz (Roche Diagnostics,
Mannheim) kann die Vitalitdt von Zellen bestimmt werden. Grundlage dieser Untersuchung
ist, dass Tetrazoliumsalz WST-1 von mitochondrialen Dehydrogenasen je nach
metabolischer Aktivitat (Vitalitdt) der Zellen zu dunkelrotem Formazan reduziert und
gespalten wird, welches photometrisch durch einen Mikrotiterplatten Reader detektiert
werden kann. Entsprechend ausgesate und behandelte Zellen in 96 Mikrotiterplatten wurden
nach 72h mit WST-1 (1 : 10) versetzt, und nach 30 - 60-minltiger Inkubation bei 37°C
erfolgte die Bestimmung der Absorption bei 450 nm und 600nm als Referenzwellenlange.
Die Ergebnisse zeigen die Vitalitdten [%] der behandelten Zellen als Verhaltnis der

Absorption der Kontrolle zur behandelten Zelle.

2.13.3 Vitalitatsermittlung durch Trypan-Blau Detektion

Zur Ermittlung der Zellvitalitdt von Suspensionszellen nach einer Isolierungen aus dem Blut
oder nach einer Alkylantienbehandlung wurden diese mit 1 Volumen Trypan-Blau (0,04%)
versetzt und in der Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. Tote Zellen nehmen den Farbstoff auf
und sind im Mikroskop durch ihre Blaufarbung erkennbar. Fir die Sensitivitatsmessung nach
Alkylantienbehandlungen wurden 0,5-1x10° Zellen pro ml ausgesat und nach 24h behandelt.
Die Auswertung mittels Trypan-Blau Farbung erfolgte nach 72h. Die Zahl der lebenden
Zellen in den behandelten Ansatzen wurde als prozentualer Anteil der unbehandelten

Kontrolle angegeben.

2.13.4 Bestimmung der Apoptosefrequenz durch Sub-G1-Messung

Die Apoptosefrequenz wurde mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Apoptotische Zellen
schnuren membranumhtllte Chromatinfragmente ab und besitzen im Vergleich zu G1-
Phase-Zellen einen reduzierten DNA-Gehalt. Somit basiert die Messung der Sub-G1-
Zellfraktion darauf, dass der DNA-Gehalt apoptotischer Zellen unterhalb des DNA-Gehalts
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einer Zelle in der G1-Phase liegt (Huschtscha et al., 1994; Nicoletti et al., 1991). Ausserdem
lasst sich mit dieser Methode die Verteilung der Zellen in den verschiedenen
Zellzyklusphasen ermitteln. Hierzu wurden die behandelten Zellen geerntet und mit PBS
gewaschen. Durch tropfenweise Zugabe von 70%igen (v/v) EtOH wurden die Zellen
mindestens 30 min bei -20°C fixiert. Nach erneuter Zentrifugation (1500 Upm, 4°C) wurden
die Zellen in PBS aufgenommen und mit RNAse A (Konz.gng: 100 pug/ml) fir 30 min bei RT
inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von Pl (Konz.g,q: 20 pg/ml), die Analyse am
Durchflusszytometer FACSort und die Quantifizierung der apoptotischen Sub-G1-Fraktion

mittels CellQuest Software (Becton Dickinson).

2.14 Bestimmung von DNA-Strangbrichen mittels Einzelzellgel-

elektrophorese (SCGE; ,,Comet-Assay*)

Mittels SCGE kdénnen DNA-Strangbruche auf Einzelzellebene detektiert werden. In Agarose
eingebetteten Zellkerne wurden einer Elektorphorese unterzogen, wobei die Strangbriche im
elektrischen Feld aus dem Zellkern herauswanderten und einen Kometenschweif bildeten.
Die Lange und Intensitat der Kometen korreliert mit der Menge an DNA-Strangbriichen. Zur
Detektion von Doppelstrangbriichen wurden neutrale Pufferbedingungen und von Einzel-
/Doppelstrangbriichen sowie alkalilabiler Stellen wurden alkalische Bedingungen nach einer
modifizierten Methode von Singh et al. (1988) und Klaude et al. (1996) verwendet.

2.14.1 Neutrale Einzelzellgelelektrophorese

10 ul der zu untersuchenden Zellsuspension (1x10°%/ml) wurden in 120 ul LMP (0,5% (w/v) in
dH,0, 37°C) auf Agarose-beschichteten Objekttragern (1,5% (w/v) in PBS) aufgetragen und
mit einem Deckglas bedeckt. Nach 5 min Lagerung bei 4°C wurde das Deckglaus
abgezogen und die Praparate fiur 1 h bei 4°C in Lysepuffer (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10
mM TRIS/HCI, 1% (w/v) Na-Laurylsarcosinat, 10% (v/v) DMSO, 1% (v/v) Triton X-100, pH
7,5) inkubiert. Danach erfolgte direkt die Elektrophorese in 4°C kaltem Puffer (90 mM TRIS,
90 mM Borsaure, 2 mM EDTA, pH 7,5) bei 25 V fir 15 min mit anschliessendem Waschen in
dH,0, Fixierung fir 5 min in 98% EtOH und Trocknung.

2.14.2 Alkalische Einzelzellgelelektrophorese
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Bei der alkalischen SCGE erfolgte die Lyse im alkalischen Puffer (2,5 M NaCl, 100 mM
EDTA, 10 mM TRIS/HCI, 1% (w/v) Na-Laurylsarcosinat, 10% (v/v) DMSO, 1% (v/v) Triton X-
100, pH 10), und vor der Elektrophorese erfolgte eine 25-mindtige Denaturierung im
Elektrophoresepuffer (300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH = 13). Die Elektrophorese erfolgte
bei 25 V mit 300 mA fir 25 min. Anschliessend wurden die Praparate im
Neutralisationspuffer (0,4 M TRIS/HCI, pH 7,5) gewaschen, in 98% EtOH fixiert und
getrocknet. Zur Auswertung wurden die Objekttrager mit 50 pl EtBr (20 ug/ml) gefarbt und
bei 20facher Vergrosserung am Fluoreszenzmikroskop Olymp mit einer CCD-Kamera
ausgewertet. Pro Messpunkt wurden 50 Zellen ausgewertet und die relative Kometlange
(Olive Tail Moment, OTM) als das Produkt der DNA-Menge (%) im Komet-Schwanz und der
Distanz zwischen den Zentren der Masse vom Komet-Kopf und Komet-Schwanz definiert
(Olive et al., 1991). Als Analysesoftware diente Kinetic Imaging Komet 4.0.2 (BFI Optilas,
Puchheim).

2.15 Arbeiten mit Nukleinsauren

2.15.1 Konzentrationsbestimmungen

Zur Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA in wassriger Losung wurde die Probe in
dH,O verdunnt und im Spektralphotometer bei A = 260/280/320 nm gegen dH,O als
Referenz gemessen. Eine OD,g von 1 entspricht einer Konzentration von 50 pg/ml DNA
oder 40 pg/ml RNA. Das Verhaltnis OD 260/OD2so gibt Aufschluss Uber Reinheit der DNA-
Lésung. Sie betragt bei reiner DNA 1,8 und bei RNA >2,0. Verunreinigung durch Proteine

kdénnen bei einer Wellenlange von 320 nm detektiert werden.

2.15.2 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von DNA nach Molekulargewicht wurde die DNA-haltige Lésung mit 6 x
Ladepuffer (MBI Fermentas) versetzt und in die Geltaschen eines horizontalen Agarosegels
(1% in TBE, 0,5 ug/ml EtBr) pipettiert. Als Molekulargewichtsstandards wurden EcoR I/Hind
[ll-geschnittene A-Phagen-DNA oder Alu I-geschnittene pBR322-DNA verwendet. Die
Elektrophorese erfolgte bei 100 V. Die Visualisierung und Dokumentierung des Gels per UV-

C erfolgte mit GeneSnap (Syngene) und der GeneTools Software.
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2.15.3 Untersuchung der Genexpression

2.15.3.1 RNA-Isolation

Isolierung gesamter RNA wurde mittels NucleoSpin®-RNA 1l Kit (Macherey Nagel, Diren)
nach den Vorgaben des Herstellers durchgefiihrt. Zellen wurden zunachst lysiert mit 350 pl
RP1 Puffer und 3,5 ul B-Mercaptoethanol und filtriert Gber eine NucleoSpin® Filtersaule bei
12000 Upm far 1 min. Nach Zugabe und Mischen des Filtrates mit 350 pl 70%igem EtOH
wurde die Losung durch die NucleoSpin® RNA Saule in ein 2 ml Sammelgefass zentrifugiert
(30 s, 12000 Upm). Die an das Tragermaterial adsorbierte RNA wurde durch Zugabe von
350 pl MDB Puffer gewaschen und mit 95 ul DNA-Verdauldsung (90 ul DNAse-Puffer, 10 ul
DNAse ) fur 15 min bei RT inkubiert. Anschliessend erfolgte das Waschen mit 200 ul RA2
Puffer, Zentrifugation, und 2maliger Zugabe von je 200 und 600 pl RA3 Puffer mit
anschliessender Zentrifugation. Durch wiederholte Zentrifugation erfolgte die Trocknung der
Membran. Zur Elution der RNA wurde die Saule mit 60 ul H,O (RNAse frei) versetzt und

abzentrifugiert. Die RNA Konzentration im Eluat wurde mittels Spektrophotometrie ermittelt.

2.15.3.2 Reverse Transkription

Um die Expression eines Gens auf mRNA Ebene zu untersuchen, wurden RT-PCR
Experimente ausgehend von gesamtzellularer RNA durchgefiihrt. Zunachst wurde die mRNA
durch die enzymatische Aktivitdt der Reversen Transkriptase unter Verwendung eines Oligo
dT Primers in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Diese wurde im Anschluld als
Matrize fir eine genspezifische PCR Reaktion verwendet. Als Kontrolle wurde die
Expression von GAPDH mRNA analysiert, ein konstitutiv exprimiertes Gen, dessen Signal in
allen Ansatzen gleich stark sein sollte. Die Reverse Transkription wurde mittels
SuperScript™ First-Strand Synthesis System (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. 1 ug RNA wurde mit 0,5 pg Oligo(dT)42.4¢ Primer und 10 mM dNTP Mix (dATP,
dCTP, dGTP, dTTP) in einem Volumen von 10 pl H20 zur Zerstérung von
Sekundarstrukturen fir 5 min auf 65° C erhitzt und anschlieRend sofort auf Eis transferiert.
Nach Zugabe von 2 pl 100 mM DTT, 2 uyl 10x RT Puffer, 4 yl 25 mM MgCl,, 1 pyl RNase
Inhibitor wurde fiir 2 min bei 42°C inkubiert. Danach erfolgte die Zugabe von 1 ul Reverser
Transkriptase (SuperScript Il RT, 50 U) und Inkubation fur 50 min bei 42°C. Zur Inaktivierung
des Enzyms wurde der Reaktionsansatz anschlielend 15 min auf 70°C erhitzt und zum
Verdau restlicher RNA wurde der Ansatz mit 1 pyl RNase H (1 U) fur 20 min bei 37°C

inkubiert. Jeweils 2 ul der Ansatze wurden in der Standard-PCR verwendet.
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2.15.3.3 Semiquantitative RT-PCR

Die sich anschlieRende PCR Reaktion wurde durchgefiihrt mit 15 yl REDTag® ReadyMix™
PCR Reaktionsmix, 2 pl cDNA, 1 uyM Primer in einem Endvolumen von 30 ul. PCR
Parameter waren folgende: initialer Denaturierung: 94°C, 2 min; 20-35 Amplifikationszyklen
zur Vervielfaltigung des gewiunschten DNA-Fragments mit Denaturierung: 94°C, 45 s;
Annealing: 50-65°C, 1 min; Elongation: 72°C, 1 min und terminale Elongation: 72°C, 10 min.
Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte Uber 1 %-Agarose-Gele, die Visualisierung der
DNA mit Hilfe von Ethidiumbromidfarbung und des Geldokumentationssystems GeneSnap

(Syngene).

2.15.3.4 Quantitative RT-PCR

Eine Quantifizierung der RNA-Expression erfolgte mittels ,real time-PCR®, wobei
-5 YBRgreen“ (Roche Diagnostics, Mannheim) als Fluoreszenzfarbstoff verwendet wurde.
Der Reaktionsansatz wie vom Hersteller angegeben wurde mit 2 yl cDNA, 10 yM Primer
versetzt und im Bio-Rad-iCycler™ 1Q in 45 Zyklen einer Hot-Start-PCR unterzogen (1 Zyklus:
Hot-Start: 95°C, 10 min; 45 Zyklen: Denaturierung: 95°C, 10 s; Annealing: 63-52°C, 10 s;
Elongation: 72°C, 20 s, 1 Zyklus: Melting: 60-90°C). Zur internen Normierung wurde unter
Verwendung geeigneter Primer ein DNA-Fragment des GAPDH-Gens parallel mitamplifiziert.

Die Analyse erfolgte mit Hilfe der iCycler™-Software von Bio-Rad.

2.15.4 Methylierungsspezifische PCR (MSP)

Zur  Ermittlung des  Methylierungsstatus von  Promotorregionen  wurde die
Methylierungsspezifische PCR (MSP) von Herman et al. (1996) verwendet. Diese Methode
wurde durch eine ,nested’ PCR weiter modifiziert (House et al., 2003), um eine erhdhte
Sensitivitat der zu detektierenden Hypermethylierungen von Zielsequenzen zu erreichen. Die
DNA Methylierung von CpG Inseln im Promotor wurde mittels Bisulfitmodifikation von
unmethyliertem Cytosin zu Uracil und einer anschliessenden PCR mit spezifischen Primern
fur die modifizierte unmethylierte oder methylierte DNA bestimmt. Wie in Abb. 2.1 erfolgt
durch Natriumbisulfitbehandlung die Konvertierung von Cytosin zu Uracil durch saure
Sulfonierung, hydrolytische Deaminierung und alkalische Desulfonierung, wahrend 5-
Methylcytosin unverandert bleibt. Die anschliessende PCR bewirkt bei der modifizierten DNA

mit Uracil den Einbau von Adenin und dem Austausch eines GC-Basenpaares durch ein AT-
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Basenpaar, wahrend 5-Methylcytosin erhalten bleibt, wird unmethyliertes Cytosin durch

Thymin ersetzt.

HH=l 1- NH? 2- Q 3- Q
e * o H |._‘ .__H ‘_l._
HN™ ™ HSOh HN® —<iH  HD HN ']:H OH HN
o A, .- H I T p T L ,:,:‘L.H. -
é 3 HH_-.‘ * ||
& 5
Cytosin Cytosinsulfonat Uracilsulfonat Uracil

Abb. 2.1: Bisulfit-Modifikation von Cytosin zu Uracil durch hydrolytische Desaminierung. 1: Sulfonierung;
2: Hydrolytische Desaminierung; 3: Alkalische Desulfonierung

2.15.4.1 Isolierung genomischer DNA

Isolierung genomischer DNA wurde mittels NucleoSpin®-Tissue Kit (Macherey Nagel,
Duren) nach den Vorgaben des Herstellers durchgefihrt. Zellen wurden zunachst lysiert bei
1h, 56°C mit 200 pl T1 Puffer und 25 pl Proteinase K und weiter durch Zugabe von 200 pl
B3 Puffer fir 10 min bei 70°C. Nach Zugabe und Mischen des Lysates mit 210 pl 70%igen
EtOH wurde die Losung durch die NucleoSpin Tissue Saule in ein 2 ml Sammelgefass
zentrifugiert (1 min, 12000 Upm). Die an das Tragermaterial adsorbierte DNA wurde durch
Zugabe von 500 ul BW Puffer, Zentrifugation, und 2maliger Zugabe von 600 ul B5 Puffer mit
anschliessender Zentrifugation gewaschen und durch wiederholte Zentrifugation erfolgte die
Trocknung der Membran. Zur Elution der DNA wurde die Saule mit 100 pl BE Puffer (70°C)
fur 1 min inkubiert und abzentrifugiert. Die DNA Konzentration im Eluat wurde mittels

Spektrophotometrie ermittelt.

2.15.4.2 Bisulfit Modifikation

DNA (0.5 mg) wurde denaturiert mit 0,2 M NaOH fiir 10 min bei 37°C in einem Volumen von
50 pl. 30 pyl 10 mM Hydrochinon (Sassanfar et al.) und 520 yl 3 M NaHSO; (Sassanfar et al.),

beides wurde stets frisch angesetzt und zugegeben, gemischt, mit einer Mineraldlschicht



Material und Methoden 36

bedeckt und fir 16 h bei 50°C inkubiert. Modifizierte DNA wurde aufgereinigt mittels Wizard®
DNA clean-up System Kit (Promega) nach Anleitung des Herstellers. Dazu wurde die DNA
mit der Wizard®-Gebrauchslésung gemischt, auf die mitgelieferte Saule gegeben,
abzentrifugiert und mit 80%igem Isopropanol gewaschen und mit 70°C warmen 50 ul dH,O
eluiert. Die Modifikation wurde kompletiert durch die Behandlung mit 0,3 M NaOH fir 5 min
bei RT und anschliessender Reinigung mittels EtOH Prazipitation. DNA wurde in 50 pl dH,O

aufgenommen und bei -20°C gelagert.

2.15.4.3 PCR

MSP wurde mit der Bisulfit behandelten DNA durchgeflhrt unter folgenden Bedingungen:
Reaktionsvolumen fir MSP war 30 pl, 15 yl Red Taq DNA Polymerase (Sassanfar et al.), 2
Ml DNA und je 2 ul Primer. Die PCR Bedingungen fir die ,nested’ PCR waren: 5 min bei
95°C ‘Hot start’, dann 40 wiederholende Zyklen mit Denaturierung bei 95°C fir 30 s,
Annealing bei 56°C flr 30 s, Elongation bei 72°C fiir 30 s und Abschluss bei 72°C fiir 5 min.
Der zweite Schritt der MSP verlief unter denselben Bedingungen mit 30 Zyklen und den
Annealing-Temperaturen bei unmethylierten Primern von 61°C und bei methylierten Primern
von 58°C. MSP Produkte wurden im 3,5%igen Agarosegel separiert und mittels UV
lllumination visualisiert. Die Amplifikatprodukte fir ‘nested’, methylierte und unmethylierte
MSP sind folgende: hMGMT-nested 135 bp; hMGMT-unmethylierte 93 bp; hMGMT-
methylierte 81 bp.

2.16 Untersuchung der Proteinexpression

2.16.1 Praparation von Gesamtzellproteinen

Die Zellen wurden in PBS gewaschen und in 100 pl Ultraschallpuffer (20 mM Tris-HCI pH
8.5, 1 mM EDTA, 1 mM Mercaptoethanol, 5% (v/v) Glycerin, 1 mM PMSF) resuspendiert und
auf Eis sonifiziert (Branson Sonifier 250; 30kHz, 3 x 10 Impulse). Die Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation bei 14000 Upm und 4° C fir 15 min abgetrennt. Der Uberstand wurde in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Proteinkonzentration wurde
mittels Bradford (1976) bestimmt.
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2.16.2 Praparation von Zellkernproteinen

Zur Extraktion von Kernextrakten wurden die Zellen in 1 ml Lysispuffer (10 mM NaCl, 3 mM
MgCl,, 10 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM DDT, 2 mM PMSF) resupendiert und 10 min auf Eis
inkubiert. Nach der Zugabe von 50 pl 10%igem (v/v) NP40 wurden die Zellmembranen durch
eine 5 mindtige Inkubation aufgebrochen und zentrifugiert (3200 Upm, 5 min). Nach
einmaligem Waschen des Pellets in Lysepuffer wurden die Zellkerne in 100 yl MAP-Kinase-
Puffer [20 mM Tris-HCI (pH7,4), 40 mM Na,P,0;, 5 mM MgCl,, 50 mM NaF, 100 pM NazVQ,,
10 mM EDTA, 1% Triton X-100, 1% SDS] aufgenommen, sonifiziert (Branson Sonifier 250;
30kHz, 3 x 10 Impulse) und zentrifugiert (4°C, 15 min, 14000 Upm). Der Uberstand wurde in
N, schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Proteinkonzentration wurde nach Lowry et al.
(1951) bestimmit.

2.16.3 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (1976) beruht auf der Bindung von
Comassie Blue G250 an die Aminogruppe der Proteine in saurer Lésung. Dieser
Farbkomplex kann photometrisch bei 595 nm detektiert werden. Durch Erstellung der
Eichkurve mit BSA konnte die Proteinkonzentration ermittelt werden. Aliquots (10 pl) der zu
bestimmenden Proben wurden in 96-Microtiterplatten pipettiert, mit 200 pl Bradford-Lésung
(25 mg Coomassie G250 Brillant Blue, 12,5 ml 100% EtOH, 25 ml 85% Phosphorsaure,
212,5 ml dH.O, filtriert) versetzt und fir 10 min im Dunkeln inkubiert. Die Absorption wurde

bei A=600 nm gemessen.

2.16.4 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Lowry

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry et al. (1951) beruht auf einer
chemischen Reaktion, wobei die reduktiven Gruppen der Proteine unter alkalischen
Bedingungen Cu?* zu Cu*-lonen reduzieren. Die Cu*-lonen reagieren mit Folin-Reagenz zu
einem blau gefarbten Komplex, dessen Absorption bei 600 nm gemessen werden kann. Die
Proteinkonzentration der Zellextrakte wurde anhand der Eichkurve mit BSA bestimmt. Zur
Proteinbestimmung der Versuchsproben wurden je 10 ul Kernproteinlésung mit 140 pl Lowry
[-Lésung (2% Na,COgs, 0,1 M NaOH) versetzt. Zu allen Proben wurden 250 pl Lowry IV-
Lésung (2% Na,COs3, 0,1 M NaOH, 0,02% Na-K-Tatrat, 0,01% CuSQO,4) und 30 ul 50% Folin-

Reagenz gegeben. Nach 30 min Inkubation in Dunkelheit und bei RT wurden je 100 ul zur
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Doppelbestimmung in eine Mikrotiterplatte pipettiert und im Photometer bei 600 nm

vermessen.

2.16.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Proteinextrakte wurden in denaturierenden Polyacrylamidgelen nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt (Laemmli, 1970). Diese Gele bestanden aus einem 7,5, 10 oder 15 %igen
Trenngel und einem 5 %igen Sammelgel. Die Trenngellésung (7 - 15 % PAA, 375 mM Tris-
HCI, pH 8,8, 0,1 % SDS, 0,05 % APS, 0,005 % TEMED) wurde zwischen die vorbereiteten
Glasplatten gegossen und mit n-Butanol Uberschichtet. Nach Entfernen des n-Butanols
wurde das Sammelgel (5 % PAA, 125 mM Tris- HCI, pH 6,8, 0,1 % SDS, 0,05 % APS, 0,005
% TEMED) auf das Trenngel gegossen und ein Kamm zur Aussparung von Taschen
eingesteckt. Jeweils 20 - 30 ug Protein wurden mit 1/4 Volumen Ladepuffer (Roth, Karlsruhe)
versetzt, 5 min bei 95°C denaturiert, auf Eis abgekuhlt und in die Taschen des Sammelgels
Uberfiihrt. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in SDS-Laufpuffer (25 mM
Tris/HCI, 192 mM Glycin, 0,1% SDS) bei 30 mA pro Gel.

2.16.6 Western-Blot

Nach Auftrennung der Proteine durch SDS-PAGE wurden die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Das Polyacrylamidgel wurde in Protein-Transfer- Puffer
(25 mM Tris-HCI, pH 8, 100 mM Glycin, 25 % MeOH) aquilibriert und auf die aquilibrierte
Nitrozellulosemembran blasenfrei aufgelegt und beidseitig mit eingeweichtem Filterpapier
(3MM-Papier) bedeckt. Anschliefend wurde das Gel in einem mit zwei angefeuchteten
Schwammen versehenen Gelhalter fixiert und vertikal in eine mit Protein-Transfer-Puffer
geflllte Transferkammer (Bio-Rad, Miinchen) eingesetzt, so dass der Nitrozellulosefilter zur
Anode orientiert war. Die Uberfiilhrung der Proteine auf die Membran erfolgte bei 180 mA
Uber Nacht oder bei 350 mA fir 2 h. Nach Beendigung des Transfers erfolgte eine
Uberpriifung der Proteiniibertragung durch Anfarben des Filters mit Ponceau S — Ldsung
(1% (w/v) Ponceau S, 3% (w/v) TCA) und die Entfarbung mittels Waschen mit PBS. Zur
Antikorperdetektion von Proteinen wurde die Membran zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen flir 2 h bei RT in Blockldsung (5% (w/v) Milchpulver in PBS, 0,2% (v/v)
Tween 20) geschwenkt. Der Filter wurde dann mit dem primaren Antikérper (1 : 500-3000) in
Blocklésung fir 2 h bei RT oder bei 4°C Uber Nacht inkubiert und anschliefend 3 x 10 min
mit PBS, 0,2 % Tween-20 gewaschen, um ungebundene Antikdrper zu entfernen. Im

Anschluss wurde die Membran mit dem entsprechenden Peroxidase-konjugierten
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Sekundarantikoérper (1 : 3000 in Blockierungslésung, 1 h, RT) inkubiert und erneut
gewaschen (3 x 10 min in PBS, 0,2 % Tween-20, RT). Die gebundenen Antikdrper-Antigen
Komplexe wurden mittels ECL-Kit (Amersham, Freiburg) und High performance
chemiluminescence Film (Amersham, Freiburg) detektiert. Um eine weitere Inkubation
desselben Filters mit anderen Primarantikérpern zu ermdglichen, erfolgte ein Waschvorgang
mit 100 mM Glycin-Lésung (pH 2,8)(2 x 10 min, RT), um gebundene Antikdrper zu entfernen

(membrane stripping).

2.17 Gelretardationsexperiment (EMSA)

Die Bestimmung der Bindungsaktivitdt von Proteinen beruht auf einer Bindung des zu
detektierenden Proteins an ein definiertes, radioaktiv markiertes Oligonukleotid (hier AP-1-
Oligo).

2.17.1 Praparation von Kernextrakten fiir EMSA

Die Zellen wurden in 1 ml Lysispuffer | (10 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 1 mM DTT, 2 mM PMSF,
10 mM Tris/HCI, pH 7.4) resuspendiert, 10 min auf Eis inkubiert, und durch Zugabe von 50 pl
10%-igem NP40 fir weitere 5 min wurde die Zellmembran aufgebrochen. Zellkerne wurden
abzentrifugiert bei 3200 Upm, 4°C und 5 min, resuspendiert in Lysispuffer und erneut
abzentrifugiert. Die Zellkerne wurden in 2 Vol Kernlysispuffer (0.2 mM EDTA, 20 mM Hepes-
KOH, pH 7.4, 1 mM DTT, 2 mM PMSF) mit 600 mM KCI resuspendiert und lysiert fir 30 min
auf Eis. Zellkerntrimmer wurden bei 14000 Upm fiir 15 min abzentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und mit 1 Vol Kernlysispuffer ohne KCI verdinnt, auf 20% Glycerin
eingestellt, in N, schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die Proteinbestimmung erfolgte

mittels Bradford.

2.17.2 Radioaktive Markierung von DNA-Oligonukleotiden

Zur radioaktiven Markierung von doppelstrangigen DNA-Oligonukleotiden mit einer AP-1
Bindesequenz wurden 1.4 ul (3.5 pmol) des Oligonukleotids mit 1 ul 10 x Polynukleotidkinase
(PNK)-Puffer und 3 pl y-*P-ATP, und 1 ul PNK gemischt und der Reaktionsansatz mit dH,0
auf 10 ul aufgeflllt. Nach 60 mintiger Inkubation bei 37°C erfolgte die Zugabe von 90 ul
dH,O. AnschlieRend wurde die DNA durch die Zugabe von 250 pl 95% EtOH UN bei -20°C
gefallt. Die DNA wurde fur 30 min bei 14000 Upm und 4°C abzentrifugiert, mit 70% EtOH
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gewaschen, in 100 uyl dH,O geldst und erneut mit 2.5 Vol 95% EtOH N bei -20°C gefallt, fir
30 min bei 14000 Upm und 4°C abzentrifugiert, mit 70% EtOH gewaschen, getrocknet und in
100 pl dH,0 gelbdst.

2.17.3 EMSA-Assay

Zur Ermittlung der Bindung von Proteinen an AP-1 DNA-Oligonukleotide wurde 4 ug
Kernextrakt mit 15 ul Reaktionspuffer (10% Glycerin, 10 mM Hepes/KOH, pH 7,9, 50 mM
KCI, 4 mM MgCl,, 4 mM Tris/HCI, 0,5 mM EDTA, 0,005% BSA, 0,005% poly(dl-dC)) versetzt.
Anschliessend wurden 2 pl (25 fmol) des radioaktiv markierten AP-1-Oligonukleotids
zugegeben, der Ansatz mit dH,O auf 20 pl aufgefillt und flr 30 min bei RT inkubiert. Zum
Abschlufd wurden die Proben neben einem Laufmarker (Bromphenolblau/Xylen-Cyanol FF)
auf ein 4% natives Polyacrylamidgel (4% PAA, 0,25% TBE, 0,05% APS, 0,005% TEMED)
aufgetragen und in 0,25% TBE-Puffer bei 100 mV separiert bis BPB-Marker ca. 1-2 cm vor
dem Auslaufen war. Das Gel wurde vorher 1 h bei 100 mV voraquilibriert. Danach wurde das
Gel abgebaut, und mittels eines Geltrockners (Unterdruck bei 80°C) fir 2 h getrocknet.

Danach wurde das Gel auf einen Rontgenfilm GN bei -80°C exponiert.

2.18 O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)-Aktivititstest

Das Prinzip beruht auf die Ubertragung der radioaktiv markierten Methylgruppe von O°-
Methylguanin auf das MGMT Protein im Zellextrakt. Die Radioaktivitat, die von der DNA auf
das MGMT-Protein Ubertragen wurde, ist ein Mal} fur die Methyltransferaseaktivitat im
Zellextrakt. Zur Aktivitatsmessung wurde 150 pug Gesamtprotein und 15 pl [H®-DNA (ca.
80000 cpm) in 200 ul Reaktionspuffer (70 mM Hepes/KOH, pH 7,8, 1 mM DTT, 5 mM EDTA)
aufgenommen und bei 37°C fir 90 min inkubiert. Die Reaktion wurde gestoppt durch die
Zugabe von 400 pl 13% TCA mit 150 uyg BSA und der Hydrolysierung der DNA durch das
Aufkochen bei 95°C fur 15 min. Die Proben wurden anschlielRend auf Eis abgekuihlt, wobei
die Proteine gefallt wurden. Die Proteine wurden abzentrifugiert bei 4°C mit 14000 Upm flr
10 min und mit 400 pl 5% TCA 3 x gewaschen. Das Proteinpellet wurde in 200 pl 0,1 M
NaOH hydrolysiert und in 4 ml Liquid-Scintillator Uberfihrt. Die gebundene Radioaktivitat

wurde am Szintillationszahler bestimmt.
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2.19 Apurine Endonuklease 1 (APE1)-Aktivitatstest

Die Untersuchung der Aktivitat einer apurinen/apyrimiden Endonuklease im Gesamtextrakt
basiert auf eine Sichtbarmachung der enzymatischen Spaltung von der apurinen (AP)-Stelle
eines 5 Ende radioaktiv markiertem, doppelstrangem Oligonukleotid mit einer AP-Stelle. Die
entstehenden Fragmente lassen sich im 20%igen Harnstoffgel auftrennen und quantifizieren.
Mittels Detektion am Phospho-Imager werden zwei Banden sichtbar gemacht. Die obere
Bande entspricht dem ungeschnittenen, radioaktiv markiertem Oligonukleotid und die untere
Bande dem geschnittenen, radioaktivem Oligonukleotid. Mit Hilfe der Software Image Quant
kann die Intensitat der Banden ausgewertet und die relative Umsatzrate pro Zeit ermittelt

werden.

2.19.1 Radioaktive Markierung von Oligonukleotiden fur den APE1-Aktivitatstest

Das Oligonukleotid SK12U (Sequenz siehe Kapitel 2.6) wurde mittels der T4-
Polynukleotidkinase (Roche, Mannheim) radioaktiv markiert. Hierzu wurden 10 pmol SK12U
mit 2 yl 10 x PNK-Puffer (500 mM Tris/HCI, pH 7,6, 100 mM MgCl,, 50 mM DTT, 1 mM
Spermidin, 1 mM EDTA), 6 ul y-P-ATP (10 pCi/pl) und 1 pl T4-Polynukleotidkinase (10
U/ul) gemischt und mit dH,O auf 20 pl aufgefillt, bei 37°C fir 30 min inkubiert. Zur
Entfernung ungebundener y-**P-ATP wurde das markierte Oligonukleotid mittels QIAquick
Nucleotide Removal Kit gereinigt. Hierzu wurde das markierte Oligonukleotid mit 200 pl PN-
Bindepuffer gemischt und auf QlAquick Saule aufgetragen, abzentrifugiert fir 1 min bei 6000
Upm, gespdlt mit 2 x 500 pl PE-Waschpuffer und getrocknet bei 13000 Upm fiir 1 min. Die
Elution erfolgte mit 40 pl EB-Puffer (10 mM Tris/HCI, pH 8,5) fir 1 min bei 6000 Upm.
Danach erfolgte die DNA Hybridisierung, bei der 10 pmol rakioaktives SK12U Oligonukleotid
mit 20 pmol komplementdrem SK10 Oligonukleotid versetzt wurde, auf 50 pl mit dH,O
aufgefullt, bei 95°C fur 6 min inkubiert und langsam auf RT abgekuhlt.

2.19.2 Erzeugung und Stabilisierung einer apurinen (AP) Stelle

Die Uracil-DNA-Glykosylase (Sigma-Aldrich, Minchen) entfernt die Base Uracil aus dem
SK12U Oligonukleotid und erzeugt so eine AP-Stelle. Hierzu wurde das hybridisierte
Oligonukleotid 1 h bei 37°C mit 1 U Uracil-DNA-Glykosylase und 10 uyl 5 x Uracil-DNA-
Glykosylase Puffer (300mM TRIS/HCI, pH 8,0, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 0,5 mg/ml BSA)
inkubiert. Zur Stabilisierung der erzeugten AP-Stelle wurde sie mit NaBH,4 reduziert, durch
Inkubation des Oligonukleotids mit 0,1 M NaBH, fur 5 min auf Eis. Zur Entfernung von NaBH,

wurde eine Gelfiltration Uber Microspin G25 Columns durchgefihrt, bei der die Sephadex-
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Matrix bei 3000 Upm fir 1 min vorzentrifugiert und das Oligonukleotid/NaBH, Gemisch auf
das Sephadex-Bett aufgetragen und bei 3000 Upm flr 2 min abzentrifugiert wurden. Das
aufgereinigte Eluat mit dem markiertem Oligonukleotid und einer AP-Stelle kann bei -20°C

gelagert werden.

2.19.3 APE1-Aktivitatstest

HierfUr wurde pro Zeitwert 5 pg Gesamtproteinextrakt mit 2 pyl 5 x APE1-Puffer (250 mM
TRIS/HCI, pH 7,4, 500 mM KCI, 100 mM MgCl,, 250 pyg/ml BSA) und 2,5 pl (ca. 0,5 pmol)
APE1 Oligonukleotid bei 37°C inkubiert. Nach 1, 2, 5, 10, 15 und 30 min wurden aus dem
Reaktionsansatz je 10 ul Aliquots entnommen und mit 10 ul Stopp-Puffer (98% Formamid,
10 mM EDTA, 0,025% Xylencyanol FF, 0,025% Bromphenolblau) versetzt. Die Reaktion
wurde zusatzlich inaktiviert durch eine 2 minltige Inkubation bei 95°C. Zur Abkuhlung
wurden die Proben auf Eis gestellt. Also Kontrolle wurde das Oligonukleotid mit 5ug BSA
inkubiert. Davon wurde 15 pl auf ein 20%iges Sequenziergel (20% PAA, 0,1 M Trisborat,
2mM EDTA, 8,3 M Harnstoff, pH 8,3, 2 yl TEMED, 100 pl 10%iges APS) aufgetragen und bei
300 V fur 1 h bei RT aufgetrennt, auf Phospho-Imager-Screen (N exponiert und am Phospho

Imager aufgenommen und mittels Software Image Quant ausgewertet.
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3 Ergebnisse

3.1 Generierung von Monozyten-abgeleiteten DC aus PBMC mittels

Zytokine

Zur Untersuchung der Proteinexpression von DNA-Reparaturgenen, der DNA
Reparaturkapazitaten und der Sensitivitdt gegenliber alkylierenden Agenzien wurde das
Modell der Zytokin-induzierten Differenzierung von Monozyten zu Dendritischen Zellen (DC)
verwendet. Obwohl DC in der Immuntherapie zur Behandlung verschiedener Tumore
eingesetzt werden und diese Therapie mit Chemotherapie erganzt wird, war die Sensitivitat
und Reparatur von alkylierenden DNA Schaden, sowie der Expression von DNA-
Reparaturgenen in DC und der Vorlauferzelle Monozyt zu Beginn der vorliegenden
Untersuchungen nichts bekannt. Die Ausreifung von Monozyten zu DC erfolgte in vitro durch
eine Zytokinbehandlung nach dem Protokoll von Jonuleit et al. (1997). Zunachst wurden
Monozyten aus PBMC durch Plastikadharenz angereichert und tUber 7 Tage mit GM-CSF
und IL-4 zu unreifen DC (iDC) stimuliert. Durch eine weitere Behandlung mit
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1B, IL-6, PGE und TNFa Uber 2 Tage wurden reife
DC (mDC) generiert. Eine mikroskopische Aufnahme der Zellen zeigt die unterschiedliche
Morphologie (Abb.3.1), ausgehend von