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,Man kann nicht hoffen, die Welt zum Besseren zu wenden, wenn sich der Einzelne
nicht zum Besseren wendet. Dazu sollte jeder von uns an seiner eigenen
Vervollkommnung arbeiten und sich dessen bewul3t werden, dal3 er die persénliche
Verantwortung flir alles trégt, was in dieser Welt geschieht, und dal3 es die direkte
Pflicht eines jeden ist, sich dort niitzlich zu machen, wo er sich am niitzlichsten
machen kann.*”

Marie Curie (1867 - 1934), polnisch-franzdsische Physikerin und Chemikerin
1903 Nobelpreis fur Physik, 1911 fur Chemie



Zusammenfassung

Der Mensch ist stets radioaktiver Strahlung ausgesetzt: taglich durch die natiirliche Hintergrundstrahlung, bei
Reisen mit dem Flugzeug, in radioaktiv verseuchten Gebieten nach nuklearen Unféllen sowie in medizinischer
Diagnostik und Therapie. Die Zellen im menschlichen Korper reagieren nicht in gleicher Weise auf ionisierende
Strahlung (IR). Insbesondere Blutzellen sind sehr strahlensensitiv. Dies fuhrt wahrend der Strahlentherapie zur
Immunsuppression.

Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, die Strahlensensitivitat der verschiedenen Blutzellpopulationen vergleichend
zu untersuchen. Es wurde gezeigt, dass lymphoide Blutzellen wie T-, B- und NK-Zellen sowie CD34-positive
Vorlauferzellen signifikant strahlensensitiver sind als Zellen der myeloiden Reihe wie Monozyten, Makrophagen
und Dendritische Zellen. DNA-Doppelstrangbriiche (DSB), die Hauptursache der Toxizitdt von ionisierender
Strahlung, wurden in den untersuchten Blutzellen jedoch effizient repariert. Dies duf3erte sich in der zeitlichen
Abnahme von yH2AX, ein Marker fir DSB. Eine Ausnahme bildeten Granulozyten, die nach y-Strahlung keine
yH2AX-Foci ausbildeten und keinen strahleninduzierten Zelltod untergingen. T-Zellen von Patienten, die einer
Ganzkérperbestrahlung ausgesetzt waren, zeigten signifikant mehr persistierende yH2AX-Foci als Monozyten.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurde eine Methode entwickelt, um DNA-Schaden in Zellen aus nur einem aus
der Fingerkuppe mikro-invasiv entnommenen Tropfen Blut zu analysieren. Diese Bluttropfenmethode (blood drop
method, BDM) ermdglicht schnelle Analysen von DNA-Schaden in Ko-Farbung mit Oberflachenmarkern von T-
Zellen und Monozyten, individuelle Bestimmungen von DNA-Reparaturkinetiken, ein Anfarben weiterer
diagnostischer Proteinmarker sowie eine Adaption auf Mausexperimente. Die BDM stellt einen wichtigen Schritt
dar, um epidemiologische Feldstudien, bio-dosimetrische Bestimmungen und die Uberwachung von Patienten in
der personalisierten Krebstherapie hinsichtlich Analysen von DNA-Schaden in Blutzellen einfach und effizient
durchfiihren zu kénnen.

Weiterhin wurde in der vorliegenden Arbeit die Strahlensensitivitat von unstimulierten und CD3-/CD28-stimulierten
T-Zellen (Lymphozyten) verglichen. Eine Aktivierung von CD3- und CD28-Rezeptoren, wie sie bei Immunreaktionen
und in der Immuntherapie auftritt, fihrte in den Zellen zu einer Strahlenresistenz. Es wurde aber auch eine erhdhte
Capaseaktivitat, PARP-1-Spaltung und eine Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies beobachtet. Unstimulierte
Lymphozyten starben nach Bestrahlung einen Caspase-unabhangigen Zelltod. In der Reparatur strahleninduzierter
DNA-Schaden sowie in der Induktion und Phosphorylierung von p53 konnten keine Unterschiede zwischen
unstimulierten und stimulierten Lymphozyten festgestellt werden.

Die DNA-Schadensantwort (DNA damage response, DDR) ist jedoch erheblich in der Einleitung des Zelltodes in
Lymphozyten nach Bestrahlung beteiligt. So zeigte sich durch eine Hemmung von Faktoren der DDR wie des MRN-
Komplexes, ATM, CHK1 und CHK2 ein Schutz von Lymphozyten gegeniber IR. Die strahlenresistenteren
stimulierten Lymphozyten zeigten nach IR eine geringere Aktivierung von ATM als auch eine transkriptionelle
Herabregulation von ATM im Vergleich zu ihrem unstimulierten Gegenpart. Inhibitoren von ATR, PARP-1, p53,
RIPK1, Survivin und MTH1 zeigten keinen Einfluss auf den IR-induzierten Zelltod in Lymphozyten. Eine Hemmung
des Enzyms MTH1 war zudem toxisch in stimulierten Lymphozyten. Im Gegensatz zur IR zeigten stimulierte
Lymphozyten im Vergleich zu den unstimulierten Zellen eine hohe Sensitivitdt gegeniiber dem bakteriellen Toxin
und Radiomimetikum CDT sowie dem methylierenden Chemotherapeutikum Temozolomid. Unstimulierte
Lymphozyten hingegen waren besonders sensitiv gegentiber dem DNA-Crosslinker und Chemotherapeutikum
Mafosfamid. Geringe Dosen Mafosfamid zeigten eine selektive Toxizitdt gegeniiber immunhemmenden
regulatorischen T-Zellen im Vergleich zu zytotoxischen T-Zellen und T-Helferzellen.

Die hier dargestellten Untersuchungen zur DNA-Reparatur und Toxizitat von Blutzellen nach gentoxischen Noxen
dienen u.a. zur Optimierung immuntherapeutischer Strategien insbesondere in Kombination mit Strahlentherapie,

konventioneller Chemotherapie und pharmakologischer Inhibitoren.



Abstract

Humans are exposed to ionizing radiation (IR) in various settings: daily through natural background radiation, in
radioactively contaminated areas after nuclear accidents or in therapeutic interventions. Human cells do not
respond equally to IR. Especially blood cells are highly radiosensitive, which results in immunosuppression during
radiotherapy. In this work, the sensitivity of different blood cell populations towards IR was studied in a comparative
manner.

It was shown that lymphoid cells like T cells, B cells, NK cells as well as CD34+ progenitor cells are significantly
more radiosensitive as blood cells from the myeloid lineage such as monocytes, macrophages and dendritic cells.
DNA double-strand breaks, the main toxic lesion of IR, were repaired efficiently in all analyzed blood cells. This was
visualized by a decrease of IR-induced YH2AX foci by time. Granulocytes showed no induction of YH2AX foci as
well as no IR-induced cell death. Interestinilgy, T cells in patients receiving whole-body irradiation showed more
persisting yH2AX foci as monocytes.

Furthermore, we established a method to analyze DNA damage in cells obtained micro-invasively from only one
drop of blood from the fingertip. The blood drop method (BDM) allows a simple and fast analysis of DNA damage
with co-staining of surface markers from T cells or monocytes, individual screening of DNA repair kinetics and is
also applicable for staining of other DNA damage response (DDR) markers as well as for mouse experiments. The
BDM represents an important step towards epidemiological field studies, biodosimetric analysis and monitoring of
patients in personalized anticancer therapy.

On top of that, we compared the radiosensitivity of unstimulated and CD3-/CD28-stimulated T lymphocytes.
Activation of these receptors, as it happens in immune responses or following immunotherapy, resulted in
radioprotection, but also induced reactive oxygen species, caspase activation and PARP-1 fragmentation.
Unstimulated lymphocytes underwent a caspase-independent, AnnexinV-positive cell death. Both, unstimulated
and stimulated lymphocytes, repaired IR-induced DNA damage efficiently and showed no differences in induction
and phosphorylation of p53.

The DNA damage response is considerably involved in triggering cell death in lymphocytes. Thus, inhibition of DDR
factors as the MRN complex, ATM, CHK1 and CHK2 conferred protection towards IR in unstimulated lymphocytes.
Radioresistant stimulated lymphocytes showed less activation of ATM after IR and transcriptional downregulation
of ATM compared to their unstimulated counterpart. Radioprotection of lymphocytes was not obvious after inhibition
of ATR, PARP-1, p53, RIPK1, Survivin and MTH1. Moreover, inhibition of MTH1 was toxic in stimulated but not
unstimulated cells.

In contrast to IR, stimulated lymphocytes showed increased toxicity towards the bacterial toxin CDT, a radiomimetic
agent with DNase I-like endonuclease activity, as well as to the methylating anticancer drug temozolomide.
However, unstimulated lymphocytes were highly sensitive towards the DNA-crosslinker and chemotherapeutic
agent mafosfamide. Especially low doses of mafosfamide showed selective toxicity to immune inhibitory and tumor-
protective regulatory T cells compared to cytotoxic T cells and T helper cells.

The findings herein are important for optimizing passive and active immunotherapeutic strategies especially in
combination with radiotherapy, conventional chemotherapy and pharmacologcical inhibitors and for evaluating

immunodeficiency and the implication for the immune reponse.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem baut sich auf ein hierarchisches System hamatopoetischer Stammzellen
(HSCs) des Knochenmarks auf, die durch Selbsterhaltungs- (self-renewal) und
Differenzierungsschritte verschiedene Arten von Vorlduferzellen bilden und letztendlich als
ausgereifte Blutzellen in den peripheren Blutkreislauf entlassen werden (Seita & Weissman,
2010). Die frihen HSCs zeichnen sich durch ihre Multipotenz und Selbsterhaltung aus; sie
differenzieren zu Vorlauferzellen der myeloiden (Common Lymphoid Progenitor, CMP) und
lymphoiden (Common Lymphoid Progenitor, CLP) Reihe. Die Differenzierungschritte von
HSCs zu ausgereiften Blutzellen werden durch den Einfluss zahlreicher Zytokine gesteuert
(Alexander, 1998; Robb, 2007). Dabei werden die einzelnen Stufen der Differenzierung durch
Oberflachenmarker phanotypisiert. Durch Charakterisierung der Oberflachenmolekiile,
Glykoproteine und -lipide sowie zellularer Rezeptoren werden die unterschiedlichen Zelltypen
beschrieben (Cluster of Differentiation (CD) Nomenklatur) und Uber spezifische Antikdrper

nachgewiesen (Civin et al., 1984; Tindle et al., 1985; Zola et al., 2005). Hauptmarker humaner

Stamm- und Vorlduferzellen ist CD34, ein Ligand fur L-Selektin. CD34 beschreibt somit eine
Mischpopulation, wobei CD34-positive(+) Zellen auch verwendet werden, um Stamm- oder
Vorlauferzellen anzureichern. Nur 0,5 - 5 % der Zellen aus Nabelschnurblut oder Knochenmark
sind CD34-positiv (Civin et al., 1984; DiGiusto et al., 1994; Krause, Fackler, Civin, & May,
1996).

Abb. 1.1 zeigt Hierarchie und Phanotypisierung der frihen Hamatopoese und der Aufteilung
in die myeloide und lymphoide Richtung unter Einfluss spezifischer Zytokine (Seita &
Weissman, 2010). Frihe HSCs differenzieren in multipotente Vorlauferzellen, die in der Lage
sind, Zellen der lymphoiden und myeloiden Linie zu bilden. Die unterschiedlichen
Vorlauferzellen kénnen spezifische Colony-Forming Units (CFUs) bilden; dies sind Kolonien
ausgereifter Vorlauferzellen. Die Bilder zeigen aus peripherem Blut isolierte CD34-positive
Zellen, die mittels Zytokin-Cocktails in unterschiedliche Vorlauferzellen bzw. entsprechende

Kolonien ausdifferenziert wurden (Methoden 2.2.5 und 2.2.9).



Einleitung 2

<, Lin-CD34+CD38-CD90+/-CD49f-CD45RA- (hu)
& Lin-cKit+Sca1+CD34+ (ma)

cﬂ S e o¢ Frihe hamatopoetische Stammzelle ~ HSC/MRA
A &8 L 4elly LinCD34+CD38-CDI0+/-CDA9F+CDASRA- (hu)
SO TLal @k e Ul Lin-cKit+Scal+CD34- (ma)
8 s 8Os, KT e
1 o oo .98 &
e L% G = ®
Sl 0 o0 )
M, & & e @ ° S 0% 2
b, S . o, & .0
o? O ai 53 ""‘."d% ®e°¢
.00 e S8 a0y { Multipotenter Vorldufer ~ CFU-S

SCF

Myeloider Vorlaufer (CMP) Lymphoider Vorlaufer (CLP)
~ CFU-GEMM/CFU-Mix Lin-CD34+CD38+CD10+ (hu)
Lin-CD34+CD38+CD45RA- (hu) Lin-IL7Ra+CD27+ (ma)

Lin-cKit+Sca1-/lowCD34+ (ma)

EPQ, IL-3 GM-CSF
SCF
TPO

Vorlaufer der Erythrozyten Vorlaufer der Granulozyten/Monozyten/Makrophagen |
~ BFU-E, CFU-E (GMP) ~ CFU-GM

R T Lin-CD34+CD38+|L3a+CD45RA- (hu)
& ; Lin-cKit+Sca1-CD34+ (ma)

~ Vorlaufer der Megakaryozyten G-CSF M-CSF
. ~ CFU-Meg g—c-’;

Vorlaufer der Granulozyten Vorldufer der Monozyten/Makrophagen
~CFU-M

CFU-m

Abb. 1.1: Hierarchie und Phanotypisierung der friihen Hamatopoese von Stamm- und Vorlauferzellen aus
Maus (ma) und Mensch (hu), modifiziert aus Seita and Weissmann, 2010. Die frihen HSCs differenzieren zu
multipotenten Vorlaufern, die Zellen der myeloiden und lymphoiden bilden kénnen. Die Lichtbildaufnahmen zeigen
isolierte CD34+ aus peripheren Blut, die mittels CFU-Cocktails zu den entsprechenden Vorlauferzellen und deren
Kolonien ausdifferenziert wurden (detailiert sieche Methoden 2.2.9).

Eine komplette Ubersicht der Hamatopoese von der friihen HSC bis zur ausgereiften
myeloiden und lymphoiden Blutzelle ist in Abb.1.2 dargestellt (Heylmann et al., 2014). Treten
wahrend der Entwicklung einer Blutzelle aufgrund &ufRerere oder innerer Einflisse
zytogenetische Anomalien auf, die zu chromosomalen Translokationen, Mutationen und somit
fehlgeleiteter Genexpressionen fiihrt, kénnen sich wahrend der Hamotopoiese myeloische
oder lymphatische Leukamien ausbilden. Diese gehen aus Vorlaufern der Granulozyten oder
Lymphozyten hervor und zeigen eine Haufung bdsartiger, sich schnell teilender Zellen mit
eingeschrankter Fahigkeit, den programmierten Zelltod einleiten zu kénnen (Aifantis et al.,
2008; Buzzeo et al., 2007).
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Abb. 1.2: Ubersicht iiber das blutbildende System. Ausdifferenzierung der friihen himatopoetischen
Stammzelle zu multipotenten Vorlaufern. Diese bilden Zellen der myeloiden und lymphoiden Linie.
Modifiziert aus Heylmann et al. 2014.

Man unterscheidet zwischen chronischer und akuter lymphatischer Leukdmie (CLL bzw. ALL)
und akuter und chronischer myeloider Leukdmie (CML bzw. AML), ausgehend von der
entsprechenden Linie der entarteten Zellen. Akute Leukamien entwickeln sich schnell,
begleitet von heftigen Symptomen, wobei sich vor allem unausgereifte Blutzellen unkontrolliert
vermehren. Chronische Leukdmien sind schleichend und langsam. Bei den entarteten Zellen
handelt es sich in der chronisch ausgepragten Form um ausdifferenzierte Zellen (DKFZ,
Krebsinformationsdienst, 2012).

Der Abwehrmechanismus des Immunsystems wird in zwei Bereiche eingeteilt, die angeborene

und erworbene Immunantwort.
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1.1.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem kann in anatomische, biochemische Barrieren und der
unspezifischen zelluldren Immunantwort zusammengefasst werden (Castelo-Branco &
Soveral, 2014).

Physikalische Barrieren gegen Pathogene bilden dabei in erster Linie die Haut bzw. die

Schleimhaute, die mit ihren Zilien Fremdkdrper entfernen (Jorissen, Willems, & Van der

Schueren, 1998) oder IgA zur Abwehr sekretieren kénnen (Jafarzadeh, et al., 2010).

Zellwandkomponenten von Bakterien (insbesondere LPS) und Pilzen sowie virale
Nukleinsduren werden als PAMPS (Pathogen-Associated Molecular Patterns) bezeichnet, die
von PRRs (Pattern-Recognition Receptors) auf antigenprasentierenden Zellen der
angeborenen Immunantwort erkannt werden (lwasaki & Medzhitov, 2015). Eine wichtige
Klasse dieser PRRs sind die sog. Toll-like Rezeptoren (Takeda & Akira, 2005). Im Folgenden

werden Zellen der angeborenen Immunantwort beschrieben:

Monozyten sind phagozytierende Zellen, die Pathogene und tote Zellen erkennen und
entfernen. Sie werden hauptsachlich Gber ihren Oberflachenrezeptor CD14 definiert. Sie
generieren Uber NADPH-Oxidasen und Myeloperoxidasen reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
wie O3, H,O,, OH", NO sowie hypochlorige Saure HOCI. Dies geht einher mit der Sektretion
pro-inflammatorischer Zytokine wie der Tumornekrosefaktor (TNF)-a und Interleukin (IL)-1.
Im Gegensatz zu anderen Zelltypen haben Monozyten eine kurze Lebensspanne von nur 48
h im Blutkreislauf, wobei sie den spontanen Zelltod einleiten, wenn sie nicht durch Zytokine
zur Ausdifferenzierung angeregt werden. Wandern Monozyten in entziindetes Gewebe ein, so
liegt ihre Hauptaufgabe in der Ausdifferenzierung zu Makrophagen und Dendritischen Zellen
(DCs) (Cathcart, 2004; Parihar et al., 2010; Chan et al., 2012; Gonzalez-Mejia & Doseff, 2009)

Makrophagen sind grof3e, phagozytierende Zellen, die aus Monozyten durch Einfluss der
Zytokine GM-CSF (Granulocyte-Macrophage-Colony Stimulating Factor) und M-CSF
(Macrophage-Colony Stimulating Factor) im Gewebe entstehen und ubiquitdr im Koérper
vorkommen (ltaliani & Boraschi, 2014; Wiktor-Jedrzejczak & Gordon, 1996). Im Gegensatz zu
Monozyten besitzen Makrophagen eine deutliche langere Lebenszeit von Monaten bis Jahren
(van Furth & Cohn, 1968). Makrophagen synthetisieren pro-inflammatorische Zytokine und
Chemokine wie TNF-a, IL-1, IL-6 und IL-8 und rekrutieren dadurch z.B. neutrophile
Granulozyten zu inflammatorischem Gewebe (Borregaard, 2010). Sie sind auch in der Lage,
Antigene fir T- und B-Zellen zu prasentieren und produzieren, wie Monozyten, ROS und
reaktive Stickstoffspezies, die der Zerstérung entarteter Zellen dienen (Sica & Bronte, 2007;
Weiskopf et al., 2009).
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Dendritische Zellen sind die Hauptklasse der antigenprasentierenden Zellen und befinden sich

in fast allen Geweben des Koérpers, wie in Lymphknoten, Gewebsflissigkeiten, im peripheren
Blut oder als sog. Langerhans-Zellen in der Epidermis, wo sie oft den Erstkontakt zu
Pathogenen herstellen (Lambrecht & Hammad, 2009). Namensgebend sind die Zytoplasma-
Fortsatze (Dendriten), die die sternformige Morphologie der unreifen DCs wiederspiegeln
(Banchereau & Steinman, 1998). Sie phagozytieren, prozessieren und prasentieren Antigene
fur T-Zellen, die als Teil des adaptiven Immunsystems bei einer erneuten Infektion sofort
reagieren kénnen. DCs stellen damit das Bindeglied zwischen angeborener, unspezifischer
und der adaptiven Immunantwort dar. Desweiteren regulieren sie die Aktivitat von B- und NK-
Zellen und sind fur die Selbsttoleranz gegentiber Selbstantigenen zustandig (Agrawal & Gupta,
2011). Dabei eliminieren sie selbstreaktive T-Zellen durch Aktivierung ihres extrinsischen
Apoptoseweges oder generieren regulatorische T-Zellen (Tan & O'Neill, 2005). Es existieren
zwei Gruppen von Dendritischen Zellen: die selten vorkommenden plasmazytoiden DCs mit
Vorlaufern aus der lymphoiden Reihe und den konventionellen DCs, die aus Monozyten durch
die Zytokine GM-CSF und IL-4 ausreifen (Castelo-Branco & Soveral, 2014; Hiasa et al., 2009).

Natirliche Killer (NK)-Zellen haben ihren Namen durch ihr zytotoxisches Potential gegenliber

Tumorzellen erhalten. Sie werden in zwei Arten eingeteilt, in die zytotoxisch-agierenden
(CD56dimCD16+) oder zytokinproduzierenden Zellen (CD56brightCD16-) (Fauriat et al., 2010;
Vivier et al., 2008). Die Aktivierung von NK-Zellen wird durch inhibitorische oder aktivierende
Oberflachenrezeptoren (killer cell immunoglobulin-like receptors, KIR) reguliert (Parham,
2005). Diese erkennen konstitutiv exprimierte MHC (Major Histocompatibility Complex) |
Molekule auf gesunden Zellen und vermitteln dadurch eine Selbsttoleranz, wohingegen
herabregulierte MHC | Molekile auf gestressten Zellen (auch Tumorzellen) eine zytotoxische
Reaktion vermitteln (Vivier et al., 2008). NK-Zellen selbst besitzen aber keine Antigen-
spezifischen Rezeptoren (Chaplin, 2010). Sie sekretieren u.a. das immunstimulierende,
antivirale und anti-tumorale Interferon-y, welches auch zytotoxische T-Zellen (CTL) aktiviert.
Als zytolytisches Protein wird u.a. Perforin von NK-Zellen ausgeschiittet (Konjevic et al., 1995).
Zwei bis 18 % der menschlichen peripheren Blutzellen sind NK-Zellen. Sie werden im Blut ca.

alle zwei Wochen ersetzt (Gregoire et al., 2007; Y. Zhang et al., 2007).

Granulozyten sind die am haufigsten im Blut vorkommenden weilen Blutkdérperchen.
Neutrophile Granulozyten bilden 40 - 80 % der peripheren weil’en Blutzellen, Eosinophile 1 -
6 % und Basophile nur 1 - 2 % der Granulozyten. Granulozyten zeigen besondere
morphologische Eigenschaften des Zellkerns, der z.T. aus 2 bis 5 Segmenten besteht
(polymorphkernig) (Bartova et al., 2001). Die in dieser Arbeit isolierten Granulozyten sind
hauptsachlich CD15- bzw. CD64-positive neutrophile Granulozyten (Allen, 2001; Dumitru et

al., 2012). Neutrophile Granulozyten haben eine sehr kurze Lebensspanne im peripheren Blut,

die je nach Untersuchungsmethode von einer Halbwertszeit von 7 h bis hin zu 3,8 Tagen
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reichen kann (Cartwright et al., 1964; Dancey et al., 1976; Dreschet al., 1975; Pillay et al.,
2010; Steinbach et al., 1979). Neutrophile Granulozyten sind phagozytierende Zellen und
zeichnen sich besonderns durch ihre Fahigkeit aus, ROS zu produzieren (Geering et al., 2013;
Pillay et al., 2013). So stellen sie tUiber die NADPH-Oxidase 2 (NOX2) u.a. das Superoxid Anion
O3 her, das mit NO Peroxynitrite bilden kann. O5” kann spontan mit Wasser zu H,O, reagieren,
welches Uber die Myeloperoxidase zu hypochloriger Saure (HOCI) katalysiert wird. Durch
diese ROS und deren Metabolite kbnnen T-Zellaktivitdten supprimiert, aber auch Bakterien
abgetottet werden (Pillay et al., 2013; Wittmann et al., 2012). Des Weiteren produzieren sie zur
Regulation der adaptiven Immunantwort hohe Mengen an IL-12 und IFN-y (Chaplin, 2010).
Eine weitere Eigenschaft von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten ist das Bilden und
Auswerfen sog. DNA-Fallen, die in der Lage sind, Pathogene zu binden und zu téten (sog.
NETSs, neutrophil extracellular traps). Dabei sterben neutrophile Granulozyten eine Form des
Zelltodes, der auch NETosis genannt wird (Brinkmann et al., 2004; Fuchs et al., 2007; Yousefi

et al., 2008). Eosinophile Granulozyten haben vielfalltige Funktionen im Bereich der

Entwicklung von Organen, Antigenprasentation, allergischen Reaktionen, Wundreparatur, in
der Umformung von Geweben, der Beseitigung von Pathogenen, im Wachstum von Nerven
sowie in der Produktion der Zytokine IL-2, -4, -5, -8, -10, -13 und GM-CSF (Foster et al., 2011;
Jacobsen et al., 2007; Kita, 2011; Rothenberg & Hogan, 2006; Trivedi & Lloyd, 2007).
Eosinophile Granulozyten enthalten zytotoxische Molekile und Enzyme und sind
hauptséachlich gegen Helminthen und Parasiten aktiv (Minai-Fleminger & Levi-Schaffer, 2009).

Basophile Granulozyten sekretieren u.a. IL-4 und IL-13 sowie gro3e Mengen an Histamin und

sind dadurch hauptséachlich an allergischen Reaktionen beteiligt (Karasuyama et al., 2011).

Das angeborene Immunsystem ist tber sog. MHC Molekile der Klasse | und Il, die sich an
der Zelloberflache antigenprasentierender Zellen befinden, mit der adaptiven Immunantwort ,

insbesondere der T-Zellaktivierung, verbunden (Vyas et al., 2008).

Fremdproteine bzw. Pathogene werden von nahezu allen Zellen des Organismus internalisiert,
proteasomal degradiert, und die Proteinfragmente (8 — 10 Aminosauren MHC |, 13 — 17
Aminosauren MHC Il) werden im MHC-Komplex auf der Zelloberflache prasentiert (Alberts et
al., 2002). MHC Klasse | Molekile sind auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert. Diese werden
u.a. durch den T-Zellrezeptor CD8-positiver zytotoxischer T-Zellen erkannt. MHC Klasse I
Molekile sind primar auf antigenprasentierenden Zellen (z.B. DCs oder Makrophagen)
vorhanden und zeigen Antigene bzw. Proteine, die durch Endozytose aufgenommen und
degradiert wurden. Diese werden durch den T-Zellrezeptor von CD4-positiven T-Helferzellen

erkannt (Neefjes et al., 2011).
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1.1.2 Das adaptive (erworbene) Immunsystem

Antigen-spezifische T (thymus-derived)-Zellen eliminieren virusinfizierte Zellen, Bakterien,
Parasiten und entartete Zellen (Broere et al.,, 2011). Diese Erkennung wird tUber den T-
Zellrezeptor (TCR) vermittelt, der Antigene auf MHC | und Il Molekilen erkennt. TCR-
Stimulation flhrt zur Aktivierung vieler intrazellularer Signalkaskaden. Einmal aktiviert beginnt
die T-Zelle zu proliferieren, infiltriert umliegendes Gewebe der Antigenprasenz und wird zur
Effektor T-Zelle, die immunmodulierende Zytokine sekretiert oder Zytotoxizitat auslést. Nicht
aktivierte T-Zellen Uberleben bis zu mehrere Monate bzw. Effektor T-Zellen bis nach
Beendigung ihrer Immunantwort. T-Gedachtniszellen kénnen bis zu mehrere Jahre in den

lymphoiden Geweben oder im Blut tGberleben (Broere et al., 2011).

Der T-Zellrezeptor ist ein Komplex aus den variablen a 3 Heterodimeren und CD3, der aus

den Ketten ye, 8¢ und {C aufgebaut ist. Die a B Heterodimere gehdren zur Familie der
Immunoglobulin-Familie und werden uber genetische Umlagerungsprozesse der DNA
(Desoxyribonucleic acid) der sog. V(D)J Rekombination geformt (Schatz, 2004). Diese sind flr
die spezifische Antigenerkennung Giber MHC-Komplexe erforderlich. Die CD-Ketten zeigen
intrazellulare Immunrezeptor-Tyrosin-Aktivatorsequenzen (ITAMs), die nach Aktivierung des
TCR fur die Einleitung vielfaltiger Signalkaskaden, ausgeldst Uber Protein-Tyrosinkinasen,
verantwortlich sind (Broere et al., 2011; Schatz, 2004). So werden die Kinasen Scr (Lck und
Fyn) sowie ZAP70 (¢ assoziiertes Protein of 70 kDa) stimuliert, die Uber PIP2
(Phosphatylinositoldiphosphat) Signalkaskaden Diacylglycerol (DAG) und Inositol-triphosphat
(IP3) aktivieren (Bubeck Wardenburg et al., 1996; Smith-Garvin et al., 2009; Zhang et al.,
1998). DAG aktiviert tUber die Phosphokinase C (PKC) die Ras-Signalkaskade, die u.a die
Mitogen-aktivierten Protein (MAP) Kinasen stimuliert und somit die Transkriptionsfaktoren AP-
1, Jun, Fos und STAT3 aktiviert. Weiterhin wird der AKT-Signalweg aktiviert und die
Freisetzung von Calcium geférdert (Downward, 2003; E. Genot & Cantrell, 2000). Die Calcium-
aktivierte Antwort ist ein weiterer Hauptprozess der TCR-Aktivierung, die hauptsachlich von
IP3 induziert wird. So férdert die erhdhte Menge an einstrémenden Calcium nicht nur die
Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB, sondern auch der Calmodulin-abhangigen
Transkriptionsfaktoren MEF2 (myocyte-enhancing factor 2), DREAM (downstream regulatory
element antagonist modulator), CaMK (Ca?**-abhangige Kinase) und NFAT (nuclear factor of
activated T cells) (Macian et al., 2002; Savignac et al., 2007; Vallabhapurapu & Karin, 2009).
Weiteres Hauptmerkmal der TCR-Aktivierung ist die durch Calcium und Ras-vermittelte
Umwandlung des Zytoskeletts und der damit verbundenen Umstruktierung von Aktin
(Billadeau et al., 2007; Burkhardt et al., 2008). Dies resultiert u.a. in morphologischen
Veranderungen der stimulierten T-Zelle. Uber Umstrukturierung des Aktins, aber auch tber
DAG, PKC und RAP1 (Ras-assoziierte Protein1) kommt es weiterhin Uber ein Inside-out

Signaling zur Aktivierung von Integrinen (Lafuente et al., 2004; Menasche et al., 2007; Smith-
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Garvin et al, 2009). Dabei wird die Zusammensetzung der Integrine und deren
Bindungsverhalten zu Liganden auf anderen Immunzellen, Fibroblasten, Endothelzellen und
extrazellularen Proteinen verandert. Generell bewirkt die Aktivierung des TCR komplexe
Signalkaskaden im Bereich Zelliberleben, Zellteilung, Zytokinproduktion, sowie
Veranderungen des Zytoskeletts und von Integrinfunktionen. Dadurch wird der zellulare
Metabolismus einer Effektorzelle in Gang gesetzt, der eine Immunantwort, Entzindung und
einen Abwehrmechanismus gegen Pathogene einleitet. Wichtige negative Regulatoren der T-
Zellaktivierung sind die Oberflachenmolekiile CTLA-4 (cytotoxic T lymphocytes antigen), mit
den Liganden CD80/86, und PD-1 (programmed death-1), der die Liganden PD-L1 und PD-L2
bindet. Diese rekrutieren u.a. die Phosphatase SHP1, die LCK dephosphoryliert und eine
Weiterleitung des Signals des TCR unterbindet (Smith-Garvin et al., 2009). CTLA-4 und PD-1
stehen zurzeit stark im Fokus der klinischen Forschung, da vor allem Tumorzellen Liganden
(wie z.B. PD-L1) an der Oberflache tragen, die die Stimulation von T-Zellen hindern und somit

vom Immunsystem unerkannt bleiben (Callahan et al., 2014; Quezada & Peggs, 2013).

Fir T-Zellen gibt es zwei weitere Hauptrezeptoren: CD4 fir T-Helferzellen und CD8 fiir
zytotoxische T-Zellen. Einmal aktiviert, beginnen T-Zellen den CD69 und CD25 (IL-2Ra) zu
exprimieren. CD28 ist ein weiterer Ko-Rezeptor auf der Oberflache von T-Zellen und wichtig
fur deren Stimulation. Er bindet an CD80 und CD86 und induziert die IL-2 Produktion in T-
Zellen. Weiterhin fuhrt die Aktivierung von CD28 zu einer erhdhten Glukoseaufnahme in die
Zellen und zur Erhéhung der Glykolyse (Frauwirth et al., 2002). Wird eine T-Zelle Uber ihren
TCR und CD28 aktiviert, so andert sie ihren naiven (ruhenden) Zustand in den einer T-
Effektorzelle (Broere et al., 2011).

Potentielle Effektorzellen werden in zwei Hauptgruppen unterteilt, die CD8+ zytotoxischen T-
Zellen und CD4+ T-Helferzellen.

CD8+ zytotoxische T-Zellen (CTLs) erflllen ihre Funktion ber zwei Wege, um Zielzellen zu

zerstoren. Ein Weg ist die Ca®*-abhangige Sekretion von Perforin und Granzym B nach TCR-
Stimulation, die in den Zielzellen Caspasen aktivieren und somit Apoptose aber auch Nekrose
auslésen (Barry & Bleackley, 2002; Darmon et al., 1995; Henkart, 1985). Granzym B kann
auch Caspase-unabhangig Uber eine direkte Aktivierung von CAD (caspase-activated
deoxynuclease) DNA-Schaden verursachen und den Zelltod einleiten (Bluestone & Tang,
2005; Heusel, et al., 1994; Sharif-Askari et al., 2001; Thomas et al., 2000). Ein weiterer
Mechanismus ist die CTL-bedingte Aktivierung des CD95 Rezeptors (FasR) auf der Zielzelle.
Nach TCR-Stimulation wird der CD95-Ligand auf CTLs exprimiert, der FasR auf der Zielzelle
aktiviert und somit eine Caspasekaskade in Gang setzt, die Apoptose ausldst (Broere et al.,
2011; Kagi et al., 1994).
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CD4+ T-Helferzellen (Th) werden in zwei Hauptgruppen eingeteilt; Th1-Zellen produzieren

immunmodulierendes Interferon (IFN)-y, IL-2 und TNF-B. So vermitteln sie eine Immunantwort
gegen intrazelluare Pathogene wie Mykobakterien und aktivieren mikrobiozide Funktionen von
Makrophagen (Mosmann & Coffman, 1989; Paul & Seder, 1994; Suzuki et al., 1988; Zhu &
Paul, 2008). Des Weiteren bilden sie Th1-Gedachtniszellen, die bei einem erneuten Kontakt
mit einem Antigen schnell reaktiviert werden kénnen (Darrah et al., 2007).

Th2-Zellen sekretieren IL-4, -5, -6, -10 und -13, sind an der Aktivierung von B-Zellen beteiligt
und férdern deren Produktion von Immunglobulin(lg)G-, IgA- und IgE (Broere et al., 2011). Sie
induzieren Abwehrmechanismen gegen Helminthen (Wurmer) und spielen eine wichtige Rolle
in der Pathologie von Asthma und allergischen Reaktionen (Mosmann & Coffman, 1989; Paul
& Seder, 1994; Zhu & Paul, 2008). Durch das Anregen der IgE-Produktion in B-Zellen werden
basophile Granulozyten und Mastzellen aktiviert und zur Histamin- und Serotonin-
Ausschittungen stimuliert (Kopf et al., 1993; Zhu & Paul, 2008). Des Weiteren rekrutieren Th2-
Zellen eosinophile Granulozyten (Coffman et al., 1989). Das von Th2-Zellen sekretierte IL-10
ist in der Lage, die Proliferation von Th1-Zellen zu unterdriicken und die Funktion von DCs zu
hemmen (Fiorentino et al., 1989; Moore et al., 2001). Eine weitere Population sind die IL-17-
produzierenden Th17-Zellen, die Abwehrmechanismen gegen Bakterien und Pilzen bilden und
neutrophile Granulozyten aktivieren (Weaver et al., 2006).

CD4+ CD25+ regulatorische T-Zellen (Treg) haben einen besonderen Status in der

Immunantwort, da sie diese herabregulieren, eine Toleranz vermitteln und
Autoimmunerkrankungen verhindern. Diese Toleranzentwicklung ist aber besonders kritisch,
wenn dadurch Krebszellen geschitzt werden. Naive Treg sind u.a. charakterisiert durch die
Expression des IL-2 Rezeptors CD25 und den Transkriptionsfaktoren FoxP3 und Helios. Treg
kénnen auch durch Exposition mit den Zytokinen TGF (transforming growth factor)-p und IL-
10 aus peripheren CD4-positiven Th-Zellen entstehen und bilden somit peripher induzierte
Treg (Broere et al., 2011; Gottschalk et al., 2012; Vignali et al., 2008). Treg vermitteln ihre
Funktion Uber mehrere Mechanismen. So kdnnen sie durch die immuninhibitorischen Zytokine
IL-10, TGF-B und IL-35 die Aktivitat von Effektor T-Zellen hemmen (Asseman et al., 1999;
Collison et al., 2007; Nakamura et al., 2004; Schmidt et al., 2012). IL-10 ist in der Lage, die
Differenzierung von Th1- und Th2-Zellen zu inhibieren, die Produktion von IL-2, TNF-a und IL-
5 zu unterdricken und auch MHC-Molekiule auf antigenprasentierenden Zellen
herabzuregulieren (Broere et al., 2011; Vignali et al., 2008). Weiterhin kébnnen sie T- und B-
Zellen durch die Granzyme A und B lysieren und durch ein Abfangen von IL-2 die Funktion
von T-Zellen unterdricken (Allen, 2001; de la Rosa et al., 2004; Grossman et al., 2004;
Herman et al., 2004; McHugh et al., 2002; Thornton & Shevach, 1998; Zhao et al., 2006). Treg
supprimieren auch durch direkte Zell-Zell-Kontakte die Ausreifung und Funktion von DCs. Das
auf Treg befindliche CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4) vermittelt iber CD80/CD86-
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Rezeptoren auf DCs eine Induktion von Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO), das Uber den
Tryptophan-Stoffwechsel fir T-Zellen pro-apoptotische Metabolite induziert (Bluestone &
Tang, 2005; Fallarino et al., 2003; Mellor & Munn, 2004; Read et al., 2000).

B (bone marrow-derived) Zellen stellen einen Anteil von ca. 15 % der Gesamtleukozyten im

peripheren Blut dar und sind u.a. durch den Oberflachenmarker CD19 charakterisiert (Chaplin,
2010; Wang et al., 2012). Sie exprimieren wahrend ihrer Entwicklungsphase uber die VDJ-
Rekombination klonal unterschiedliche Oberflachenrezeptoren, die sog. Immunoglobuline
(Antikorper), die spezifische Antigene erkennen (LeBien & Tedder, 2008). Wahrend der
Ausreifung exprimieren B-Zellen an der Oberflache IgM- und IgD-Rezeptoren. Werden diese
durch Antigene und T-Helferzellen stimuliert, kommt es zu somatischen Hypermutationen
innerhalb der Antikdrpergene und zu Klassenwechsel der Immunglobuline (IgG, IgE, IgA) auf
den B-Zellen. Als Folge dessen differenzieren B-Zellen zu Antikérper-produzierenden und -
sekretierenden Plasmazellen (Chaplin, 2010; Eibel et al., 2014). Antikérper dienen u.a. zur
Opsonisierung von Pathogenen, wodurch sie z.B. von phagozytierenden Zellen erkannt und
entfernt werden (Schwenk et al., 2003). Antigen-Antikérper-Komplexe aktivieren dabei auch

Uber den klassischen Weg kaskadenférmig das Komplementsystem, welches aus Uber 25

Proteinen, meist Proteinasen, besteht (Carroll, 2004; Chaplin, 2010). Ziel des
Komplementsystems ist u.a. das Markieren bzw. Opsonisieren von Zielstrukturen fur
Immunzellen, der Induktion von Entzindungen und der osmolytischen Lyse von Zielzellen
(Tedesco, 2008). Weitere Mdglichkeiten der Komplement-Aktivierung bestehen aus dem
Ausschalten inhibitorischer Faktoren durch bakterielle Antigene oder sie wird Uber Lektine
vermittelt, die Mannose-Strukturen auf Pathogenoberflachen erkennen (Botto et al., 2009;
Harboe & Mollnes, 2008).

1.1.3 Das Immunsystem in der Tumorumgebung

Das Mikromilieu des Tumors ist sehr von antitumoralen und Tumor-protektiven Immunzellen
infiltriert (Gajewski et al., 2013). Dieses Zusammenspiel beschreibt das sog. Immunoediting,
dabei schutzt das Immunsystem den Korper vor dem Enstehen von Tumorzellen, kann aber
auch die Entwicklung des Tumors férdern (Vesely et al., 2011). Die drei Phasen des Editings
bestehen aus der Eliminierung, dem Gleichgewichtszustand und dem Entkommen der
Tumorzellen. In der Eliminierungsphase werden die Tumorzellen von Immunzellen erkannt
und entfernt. In der Gleichgewichtsphase entkommen einige Tumorzellen der
Immunerkennung, indem sie sich in einen Ruhezustand begeben und mutieren (Dunn et al.,
2002). Als Folge kénnen die veranderten Tumorzellen nicht mehr vom Immunsystem erkannt
werden und Entkommen dem Immunsystem (tumor evasion) (Topfer et al., 2011). Krebszellen

setzen immunsuppressive Zytokine frei und rekrutieren Tumor-protektive Immunzellen wie
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Treg (Ahmad et al., 2004). Viele Tumore sind deutlich von Treg infiltriert. Die Starke der
Infiltration geht z.B. fir das Glioblastom, ein sehr aggressiver und unheilbarer Hirntumor, mit
einem erhdéhten Tumorgrad und der Schwere der Erkankung einher (Heimberger et al., 2008;
Wainwright et al., 2011). Weiterhin induzieren Tumorzellen sog. TAMS (Tumor Associated
MacrophageS). Diese M2-Makrophagen sekretieren immunsuppressive Zytokine wie IL-4, -
10, -13 und TGF-B sowie Glukokortikoid-Hormone. Dadurch werden Entziindungsfaktoren
herabreguliert und die Angiogenese gefdrdert (Luo et al., 2006; Parihar et al., 2010; Sica &
Bronte, 2007). Auch DCs werden von Krebszellen rekrutiert und beeinflusst. Krebszellen
hindern das Ausreifen von DCs durch Chemokine wie MIP3a und SDF-1 (Palucka et al., 2010).
DCs gelangen somit in einen Tumor-protektiven Status und kénnen T-Helferzellen zu Tumor-
schutzende, regulatorische T-Zellen ausdifferenzieren (Aspord et al., 2007; Kushwah & Hu,
2011). Wird ein Tumor bestrahlt oder mit Chemotherapeutika behandelt, hat dies auch Einfluss
auf das Gleichgewicht der Immunzellen im Tumorgewebe und kann dieses in Richtung Tumor-
zerstérend oder in Tumor-protektiv verschieben (Nishikawa & Sakaguchi, 2010). So fuhrt die
Behandlung des Glioblastoms zwar zum Abtoten der malignen Zellen, das Immunsystem wird
aber in Richtung Tumor-schiutzende Treg verschoben, wobei anti-tumorale NK-Zellen oder T-
Effektorzellen depletiert werden (Fadul et al., 2011; Sengupta et al., 2012). Somit ist die
Berucksichtigung der Immuntoxizitdt bei der Behandlung maligner Erkrankungen von
aullerster Wichtigkeit, da durch therapeutische Interventionen die antitumorale Immunantwort

moduliert und somit der Therapieerfolg beeinflusst wird.

1.1.4 Immuntherapie und therapeutische Modulation des Immunsystems
Die Immuntherapie hat zum Ziel, das Immunsystem des Patienten gezielt gegen Tumorzellen
zu stimulieren bzw. zu primen. Man unterscheidet zwischen passiver und aktiver

Immuntherapie (Thomas et al., 2012; Vauleon et al., 2010).

Zur passiven Immuntherapie gehort die adaptive Immuntherapie. Dabei werden T- oder NK-

Zellen dem Patienten entnommen, ex vivo expandiert, selektiert und durch Zugabe von
Tumorantigenen modifiziert. Die TCR-stimulierten, Tumor-spezifischen Zellen werden in den
Patienten re-infusioniert (Restifo et al., 2012; Zamai et al., 2012). Eine weitere Art der passiven
Therapie sind monoklonale Antikorper, die dem Patienten direkt injiziert werden und
Immuncheckpoints blockieren. So inhibiert z.B. Ipilimumab den CTLA-4 Signalweg, wodurch
die antitumorale T-Zellaktivitdt gesteigert werden kann. Diese Therapieform ermdglichte
Melanompatienten in Phase Il Studien ein verlangertes Uberleben (Leach et al., 1996; Scott
et al., 2012). Zudem kdénnen Antikérper Tumorzellen umschlieRen (anti-HER2, Trastuzumab;
anti-EGFR, Cetuximab) und Uber FC-Rezeptoren DCs aktivieren. Dadurch wird u.a. die

Phagozytose aktiviert, Tumorantigene an der DC-Oberflache prasentiert und Molekile wie
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CD40, CD80 und CD86 exprimiert, die Tumor-spezifische T- und NK-Zellen induzieren
(Correale et al., 2012; Dougan & Dranoff, 2009; Vanneman & Dranoff, 2012). Zusatzlich
kénnen NK-Zellen mit sog. KIR-spezifischen Antikérpern re-aktiviert werden, die inhibitorische
KIRs blockieren und infolgedessen eine antitumorale Antwort auslésen (Romagne et al., 2009;
Vivier et al., 2008). Zurzeit klinisch stark im Fokus ist die Inhibition des PD-1 Signalweges mit
Antikérpern gegen PD-1 (Nivolumab oder Pembrolizumab) und PD-L1 (BMS-936559), die
nachweislich zu einer Wiederherstellung der tumorgerichteten T-Zellproliferation und einer
Tumorregression von Melanom, Lungen- und Nierenkrebspatienten fiihren (Brahmer, 2014;
Brahmer et al., 2012; He et al., 2015; Scott et al., 2012). Zur passiven Therapie zahlt auch die
Stimulation des Immunsystems durch Zytokine wie IL-2. Diese Art der Behandlung flhrte
schon in Melanom- oder Darmkrebspatienten zu einem verbesserten Therapieerfolg (Dillman,
2011; Thomas et al., 2012).

Die aktive Immuntherapie bezeichnet das Aktivieren des kompletten Immunsystems durch das

Prasentieren Tumor-spezifischer Antigene. Hierbei werden zwei Arten unterschieden: Vakzine
bestehend aus Peptiden oder aus Zellen (Thomas et al., 2012; Yamanaka, 2008).
Tumorpeptide, die als Vakzine in Frage kommen, sind meist neun Aminosauren grof}, werden
nach Gabe von MHC | Molekiilen prasentiert und aktivieren den TCR u.a. von zytotoxischen
T-Zellen (Slingluff, 2011). Fur die Zell-basierte Therapie werden hauptsachlich
antigenprasentierende DCs verwendet (Van Gool et al., 2009; Vauleon et al., 2010). DCs
werden aus peripheren Blut des Patienten isoliert, ex vivo mit GM-CSF und IL-4 ausgereift und
mit Tumorantigenen aktiviert. Die modifizierten DCs werden in die Lymphknoten der Patienten

oder direkt in den Tumor injiziert (Thomas et al., 2012).

Weitere Moglichkeiten der Modulation des Immunsystems hin zu einer tumoralen Antwort
liegen in der selektiven Depletion Tumor-schiitzender Blutzellen, um somit das Gleichgewicht
in Richtung Effektor T-Zellen zu verlagern. So kann die Anzahl an Treg durch spezifische
monoklonale Antikérper gegen GITR (glucocorticoid-induced TNF receptor), CTLA-4, FR4
(Folat Receptor 4), OX40 und CD25 herabreguliert und in ihrer Funktion eingeschrankt werden
(Nishikawa & Sakaguchi, 2010; Onizuka et al., 1999). Des Weiteren kann mit Denileukin difitox
spezifisch IL-2 neutralisiert und die Treg-Expansion und Aktivitét herabreguliert werden (Attia
et al., 2005). Eine weitere Moglichkeit zur Treg-Depletion besteht in der Behandlung mit
geringen Dosen des Krebsmedikaments Cyclophosphamid, wobei es zur Zunahme der
antitumoralen Immunantwort kommt (Heylmann et al., 2013; Lutsiak et al., 2005). Weiterhin
kénnen TAMs selektiv ausgeschaltet werden. So wird die Uberexpression von Legumain, einer
Asparaginyl-Endopeptidase, auf TAMs ausgenutzt, um mit einem Legumain-basierendem

DNA-Vakzin gezielt CTLs gegen diese zu aktivieren (Luo et al., 2006).
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Ein weiterer Punkt, der hier in Bezug der Immunmodulation erwahnt werden sollte, ist der sog.
abskopale Effekt. So fuhrt die Bestrahlung eines Tumors zur vermehrten Freisetzung von
Antigenen und dadurch zu einer erhéhten Infiltration von Immunzellen.(Lugade et al., 2005;
Park et al., 2014). Die Effekte, die dabei auftreten, sind sehr komplex. So kann z.B. die lokale
Bestrahlung eines Tumors systemische Wirkungen hervorrufen und das Immunsystem auch
gegen Tumore an entfernten Stellen aktivieren. Dies bezeichnet man als abskopische Wirkung
und geht einher mit strahleninduzierter Freisetzung tumoraler Antigene, erhdhter Infiltration
von Effektorzellen, einem strahleninduzierten Anstieg antigenprasentierender Zellen und

weiterer immunaktivierender Faktoren (Park et al., 2014).

Alle hier genannten Moglichkeiten des Triggerns bzw. Aktivierung der antitumoralen
Immunantwort fihren letztendlich Uber verschiedene Wege zur Stimulation des TCR und somit

zur Aktivierung von Effektor-T-Zellen.

1.2 lonisierende Strahlung

lonisierende Strahlung (lonizing Radiation, IR) ist allgegenwartig. Flugpersonal und -reisende
sowie Astronauten sind erhdhter kosmischer Strahlung ausgesetzt (Alvarez et al., 2016).
Beispiele von Risikogebieten mit erhéhter Strahlenbelastung sind u.a. Lagerungshalden flr
den aus Kernkraftwerken stammenden radioaktiven Abfall oder Regionen zur Durchflhrung
von Nuklearwaffentests. Minenarbeiter im Uranerzbergbau wie z.B. in Namibia, sind erhéhter
Strahlung ausgesetzt, sowie Aufrdumarbeiter und die angesiedelte Bevdlkerung der
Hochrisikogebiete nach den Reaktorunfallen in Fukushima und Tschernobyl (Etherington et
al., 2014; Hirose, 2012; Yamada & Wang, 2007; Zaire et al., 1996). Julie Ryan beschreibt
ionisierende Strahlung passenderweise nach dem gleichnamigen Western von Sergio Leone
als “The good, the bad and the ugly” (Ryan, 2012). Denn Strahlung ist auch als ,the good® in
der Therapie folgenschwerer Erkrankungen nicht mehr wegzudenken. Die Strahlentherapie
wird bei Uber 50 % der Krebspatienten, oft in Kombination mit operativer Resektion des Tumors
und Chemotherapie, angewendet (Begg et al., 2011; Delaney et al., 2005). Ziel ist es,
Krebszellen direkt zu exponieren und so zu schadigen, ohne dabei umliegendes, gesundes
Gewebe zu zerstoéren (Bhide & Nutting, 2010). In geringen Dosen wird IR des Weiteren in der
Behandlung von Entzindungen wie der Arthritis eingesetzt, wobei die Prozesse der Heilung
bzgl. einer Modulation des Immunsystems in Richtung entzindungshemmend nicht vollstandig
verstanden sind (Rodel et al., 2012). Anwendung findet diese Behandlung u.a. in sog. Radon-
Heilstollen, wo Patienten radonhaltige Luft einatmen. Die Behandlungsmethode wird
kontrovers diskutiert, stellt man heilende Effekte mit einer mdglichen Gefahr der

Lungenkrebsentstehung gegentber (Falkenbach et al., 2005; Zdrojewicz & Strzelczyk, 2006).
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1.2.1 Definition und Klassifikation der IR und Fallbeispiele zur Exposition
lonisierende Strahlung besteht aus Partikeln oder Photonen, die genug Energie erzeugen, um
ein Elektron aus einem Atom oder Molekil zu entlassen und dieses somit ionisieren (Rendic

& Guengerich, 2012). Sie wird in vier Arten unterteilt:

Alphastrahlung besteht aus zwei Protonen und zwei Neutronen und entspricht damit einem

zweifach ionisierten Heliumkern. Sie wird unter anderem beim Zerfall des Radiums zu Radon
abgegeben, hat eine geringe Reichweite und kann mit einem Blatt Papier abgeschirmt werden.
Betastrahlung besteht aus Elektronen (e7). Typischer Betastrahler ist zum Beispiel das K-
Isotop, welches unter Abgabe von e zu “°Ar oder “°Ca zerfallt. e kdnnen durch ein
Aluminiumblech abgefangen werden.

Die energetisch starkste Strahlung ist die Gammastrahlung (y-Strahlung), die u.a. in der

Strahlentherapie eingesetzt wird. Gammastrahlung ist elektromagnetische Strahlung und
besteht aus ungeladenen Photonen, die Materie in hohem Male durchdringen kénnen. Die
Gammastrahlung wird von Atomkernen ausgesendet, die sich nach einem Alpha- oder
Betazerfall in einem angeregten Zustand befinden. Beispiele von Gammastrahlungsquellen
sind der Zerfall von ®Co zu ®Ni oder das radioaktive Isotop "*'Cs. Zur Abschirmung von
Gammastrahlung wird z.B. 5 cm dickes Blei verwendet. Gammastrahlung und

Roéntgenstrahlung sind identisch, unterscheiden sich aber in ihrem Ursprung. So entsteht

Roéntgenstrahlung auflerhalb des Atomkerns u.a. Uber ein Abbremsen von Elektronen
(Bremsstrahlung) und ist generell weniger energiereich als Gammastrahlung. Die vierte Klasse

ionisierender Strahlung sind freie Neutronen. Treffen diese auf Materie, ionisieren sie indirekt

Atome bzw. werden von diesen eingefangen, wobei sich radioaktive Isotope bilden kénnen.
Aufgrund ihrer nicht vorhandenen Ladung kdnnen Neutronen Materie sehr leicht durchdringen
und mussen durch wasserstoffreiche Materien wie Wasser, Plastik oder Paraffin abgeschirmt
werden (EPA, 2007; IARC, 2012).

Die Einheit der durch ionisierende Strahlung verursachten Energiedosis wird in Gray (Gy)
angegeben. 1 Gy ist dabei die Energie von 1 Joule pro 1 kg. Der Begriff Sievert (Sv) beschreibt
die aquivalente Dosis, die beim Durchdringen von biologischem Gewebe letztendlich im Ziel
ankommt. Dabei wird die Dosis in Gy mit einem spezifischen Gewichtungsfaktor multipliziert.

Im Falle der hoch energetischen Gammastrahlung ist Sv mit Gy identisch (/IARC, 2012).
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Folgende Tabelle liefert Situationsbeispiele und Folgen nach Exposition mit entsprechenden

Réntgen der Zéhne

("Radiation exposure: a quick guide to what each level means," 2016)

Dosen an IR:

Situation Dosis (Gy)

Lokale Strahlentherapie (fraktioniert 1,8 - 2,5 Gy ) 30-70

Tédlich innerhalb von Wochen 10

Tod von Tschernobyl-Arbeitern innerhalb eines Monats 6

50 %ige Mortalitat innerhalb eines Monats 3-5

Akute Strahlenkrankheit (Schwindel/Fieber/Erbrechen/weil3e Blutkérperchen ) 1-4

5 %ige erhdhte Krebsinsidenz nach mehreren Jahren 1

Maximale Strahlung Fukushima Kraftwerk (pro Stunde) 0,4

Maximal empfohlene Dosis fiir Arbeiter im Strahlenbereich in 5 Jahren 0,1

Niedrigste Jahresdosis fur ein nachgewiesenes Krebsrisiko 0,1

Computertomographie (CT, Ganzkérper) 0,01

Jahrliche natirliche Hintergrundstrahlung 0,002

Mammographie 0,0004

Flug 8 h, in 12 km Héhe 0,00004
0,00001

Die strahlensensitivsten Systeme des menschlichen Kérpers sind in erster Linie der

Fortpflanzungsapparat, der Gastrointesinaltrakt, die Haut, die Muskeln, das Gehirn und vor

allem das Knochenmark bzw. die Zellen des Immunsystems (Cox, 2010; Hall, 2006; Heylmann

et al., 2014; Ryan, 2012).
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So zeigten Medullablastoma-Patienten (Hirntumorpatienten mit Metastasen entlang des
Rickenmarks) wahrend der Strahlentherapie nach einer kumulativen Dosis von 5 Gy eine
massive Depletion an Lymphozyten auf % der Ausgangszellzahl im Blutbild, wahrend
neutrophile Granulozyten und Monozyten auf 50 % abfallen (Abb. 1.3). Im weiteren Verlauf
der Therapie fallen Lymphozyten weiter ab, wahrend die Anzahl neutrophiler Granulozyten auf
diesem Level persistiert, Monozyten sogar wellenartig einen An- und Abstieg der Zellzahl
zeigen und sich schon wahrend er Therapie knapp unterhalb des Ausgangsniveaus
einpendeln. 1 Woche nach einer kumulativen Dosis von 35 Gy zeigen Lymphozyten wie auch
neutrophile Granulozyten eine Erholung bzw. Wiedergewinnung der Ausgangszellzahl
(Heylmann et al., 2014; Plowman, 1983).
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Abb. 1.3: Blutbild von Lymphozyten, Neutrophilen und Monozyten in Medullablastoma-Patienten wahrend
des Zeitraums einer Bestrahlung des Riickenmarks mit einer kumulativen (angehéuft durch einzelne,
fraktionierte Strahleneinheiten) Dosis von bis zu 35 Gy. Erholungsphase von 1 Woche bis 2 Monaten.
Schematisch adaptiert von Plowman (Plowman, 1983).

Diese deutliche Abnahme an Lymphozyten, insbesondere der T-Zellen, konnte auch bei
Uberlebenden des Atombombenangriffs auf Hiroshima und den Uberlebenden der nuklearen
Katastrophe von Tschernobyl festgestellt werden (Akiyama, 1995; Bebeshko et al., 1991;
Gruzdyev et al., 1993; Gurmanchuk et al., 1991; Yarilin et al., 1993)
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1.2.2 Biologische, zellulare Effekte von IR
Weshalb ist IR so toxisch? Man unterscheided zwischen indirekten und direkten Effekten. IR

fuhrt hauptsachlich zur Radiolyse von Wasser. Dabei entstehen hochreaktive Radikale:
H,O 2> «H,O" + €

*H,O" + H,0 - H30" + «OH

*H,O" > H" + -OH

e +HO > OH + «H

e +H>H

Diese freien Radikale (*OH/<H/ ") sind in der Lage, DNA und andere Biomolekiile indirekt Gber
H,O zu modifizieren bzw. zu schadigen. IR kann die DNA auch durch Kollision direkt ionisieren
und verandern und zum Bruch des DNA-Zucker-Phosphat-Ruckgrats fuhren (Ouchi, 2012).
Die Dosis von 1 Gy IR induziert pro Saugetierzelle ca. 850 Pyrimidin- und 450 Purinlasionen,
1000 DNA-Einzelstrangbriche (SSB, single strand breaks) und 20 — 40 DNA-
Doppelstrangbriiche (DSB, double strand breaks) (Cadet et al., 2008; Lomax et al., 2013).
Taglich werden bis zu 50 000 DNA-L&sionen durch endogenes ROS in einer Zelle induziert.
Da erscheint eine zuséatzliche Menge von 3000 Lasionen durch IR (2 Gy, therapierelevante
Dosis) wenig, ist aber aufgrund des geballten Auftretens unterschiedlicher, komplexer DNA-
Schadens-Cluster toxisch. So induziert IR neben 8-Oxoguanin, Thyminglykol und SSB vor
allem DSB als toxische Hauptlasion (Lomax et al., 2013). Diese Schadigungen der DNA [8sen
in der Zelle hochkomplexe Mechanismen aus, die auch unter dem Begriff der DNA-
Schadensantwort (DDR, DNA damage response) bekannt sind. Sie kdnnen in der Zelle zu
vielfaltigen Endpunkten fihren (Abb. 1.4). Der Weg der Strahlung (Track) erzeugt tber H,O in
der Zelle ROS, die zu Lipidperoxidationen, Basenmodifikationen, AP (apurine/apyrimidine)
Stellen, SSB und DSB fuhren.

DSB werden durch DNA-Schadenssensoren wie den MRN-Komplex oder ATM erkannt, was
zu Phosphorylierungsschritten und Signalweiterleitungen fiihrt. Doppelstrangbriiche der DNA
kénnen Uber die Nicht-Homologe End-zu-Endverknipfung (NHEJ), im Falle des Vorliegens
einer homologen DNA Sequenz in der G2-Phase Uber die Homologe Rekombination (HR)
repariert werden. Durch ROS verursachte Basenmodifikationen werden Uber die
Basenexzisionreparatur (BER) repariert, wobei als Intermediate auch SSB entstehen.
Uberlappen diese SSB bzw. proliferiert die Zelle zu diesem Zeitpunkt, ist die Folge ein
Replikationsblock, der wiederum zu einem DSB fuhren kann (Abb. 1.4). Je nach funktioneller

Beschaffenheit kann die Zelle vor, wahrend oder nach Reparatur der DNA-Schaden den
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Zelltod einleiten, oder der Schaden kann zu Uberleben, Gen-Mutationen, Zellzyklusarrest,

Seneszenz oder Autophagie fihren (Roos et al., 2016).

Fehler in der DNA-Reparatur kdnnen auch zu Mutationen und zur Karzinogenese fuhren. Tritt
dies in Vorlauferzellen wahrend der Hamatopoese auf, ist die Gefahr der Entstehung von
Leukd&mien gro3 (Corces-Zimmerman & Majeti, 2014; Ouchi, 2012).

_—————————__-

Uidperonaton,___—, - owe ===~ "3 "THTITIL ITTITITIT .2
- - ,/ " - / DNA-Einzelstrangbruch
== Track /. —*’ PARP /’ N
- y-Strahlung ‘ H-e Replikationsblock /2 _ —Y

(2
& _
&
¥ )\u
A

nu

DNA- Doppelstrangbruch -<::I 8-Oxoguanin Thymlnglykol

JllllllllHIWH;L\WHHHHHHT
B[NHEJ] /W\- Cc E

_-
S
(Cerk J(Cchk2 ) ﬂ XRCC2/3
[ ]

PolB

Liglll

XRCC1

=> short patch
Fen1

Pold/e

PCNA

Ligl

= long patch

((p21 ] [ cdc2sABC) )
g 8 i

(o ] (e ) ( & )
G 61— [T = [Tz
ARRNRRRNRRNRRRNNRRNRRNNANNAR AR NARNRR NN A R R AR AN RAR AR RANRRN
IR-induziertes ,,Schicksal“ der Zelle

Abb. 1.4: Induzierte Modifikationen der DNA durch ionisierende Strahlung, die daraus hervorgehenden
Signalwege der DNA-Schadensantwort und moégliche ,,Schicksale“ der Zelle. Der Weg hochenergetischer
Photonen der y-Strahlung hinterlasst reaktive Radikale und Sauerstoffspezies, die Lipidperoxidationen,
Basenmodifikationen, DNA-Einzelstrangbriiche und als Hauptldsion DNA-Doppelstrangbriiche induzieren. DSB
werden durch Sensoren wie dem MRN-Komplex (MRE11-NBS1-Rad50) und ATM erkannt, was u.a. zur
Phosphorylierung des Histons 2AX und weiterer signalgebender Proteine fuhrt (A). Der DSB kann uber das NHEJ
(B) oder, falls eine homologe DNA-Sequenz in der G2 oder M Phase vorliegt, uber die HR (C) repariert werden.
Basenmodifikationen wie 8-Oxoguanin werden uber die BER (D) repariert, wobei SSB als Intermediate entstehen.
Uberlappen SSB bzw. treten sie in proliferierenden Zellen auf, kommt es zum Replikationsblock, der wiederum DSB
erzeugt. DNA-Schadenssensoren wie der MRN-Komplex, ATM, ATR und DNA-PK leiten Signale zur
Zellzyklusregulation und -stop weiter. Dabei wird auch p53 phosphoryliert, das als ,Wéachter des Genoms*
vielfaltigen Einfluss auf das Schicksal der Zelle hat. Die durch IR ausgeldsten, hochkomplexen Prozesse kénnen
zum Zelltod fihren oder einhergehen mit profizienter oder fehlerhafter Reparatur von DNA-Schaden, Gen-
Mutationen und dem Ausldsen zelluldrer Zustande einer Seneszenz oder Autophagie und dem Uberleben der Zelle.
Grafik wurde zusammengestellt aus Teilen von Christmann et al., 2003; Gaziev & Shaikhaev, 2012; Roos & Kaina,
2013.
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1.2.3 Die DNA-Schadenserkennung: MRN-ATM-ATR-DNAPK - Abb. 1.4 A

Die DDR wird Uber sog. DNA-Schadenssensoren aktiviert. DSB werden durch den MRN-
Komplex (Mre11-Rad50-NBS1), den 9-1-1 Komplex (Rad9-Rad1-Hus1) und CtIP erkannt
(Gaziev & Shaikhaev, 2012; Parrilla-Castellar et al., 2004; Rupnik et al., 2010). Das Mre11-
Protein besitzt eine Nuklease-Funktion, NBS1 ist fir die Rekrutierung (Kerntransport) und
Bindung u.a. von ATM zustandig und RAD 50 halt Gber sog. ,Zink-Haken“-Doméanen die
Schwesterchromatiden zusammen (Kobayashi et al., 2004; Roset et al., 2014; Shibata et al.,
2014). Dabei kommt es zum Entwinden und zur 5°-3° Resektion der DNA, wobei ein
Uberhangendes 3'-Einzelstrangfragment gebildet wird (Christmann et al., 2003; Kastan &
Bartek, 2004; You & Bailis, 2010). Der MRN-Komplex rekrutiert weitere Kinasen wie ATM
(ataxia telangiectasia mutated) und ATR (ataxia telangiectasia related), sowie die katalytische
Untereinheit von DNA-PK (DNA-PKcs - catalytic subunit) (Christmann et al., 2003; Hartley et
al., 1995; Savitsky et al., 1995; Smith et al., 1999).

ATM ist die Hauptkinase (Phosphatidylinositol-3-Kinase) in der Erkennung und
Signalweiterleitung von IR-induzierten DSB (Borde & Cobb, 2009; Kastan & Bartek, 2004).
Eine Defizienz von ATM fiuhrt zur sog. Ataxia-Telangiectasia (A-T-Patienten). Diese Patienten
zeigen erhdhte genomische Instabilitdten, die zu Neurodegeneration, Immundefizienz und
Strahlensensitivitat fuhren und weisen ein stark erhohtes Risiko der Krebsentstehung auf
(Shiloh, 2003). So ist ATM ein wichtiger Fokus der klinischen Forschung, vor allem im
Zusammenhang von ATM-Mutationen und erhdhter Krebsinzidenz. ATM liegt als Dimer in der
Zelle vor und dissoziiert nach Aktivierung Gber Autophosphorylierungsschritte an Serin (Ser)
1981 in aktive Monomere (Bakkenist & Kastan, 2003). ATM-Monomere werden zusatzlich Uber
Interaktion mit der C-terminalen NBS1-Untereinheit des MRN-Komplexes aktiviert (Borde &
Cobb, 2009; Huertas, 2010). ATM phosphoryliert, unter anderem durch Interaktion mit den
Proteinen des Mismatch-Reparatur-Systems MLH1 und MSH2, insbesondere CHK2 an Thr68
(Brown et al., 2003).

Im Gegensatz zu ATM wird ATR hauptsachlich nach replikativem Stress (Replikationsblock)
aktiviert und phosphoryliert CHK1 an Ser345 (Cimprich & Cortez, 2008; Guo et al., 2000; Q.
Liu et al., 2000; Smits et al., 2010). CHK2 und CHK1 phosphorylieren p53 an Ser20 (Shieh et
al., 2000). Dies verhindert die Ubiquitinierung von p53 durch die E3-Ligase MDM2, wodurch
p53 stabilisiert wird (Chehab et al., 2000; Chehab et al., 1999; Hirao et al., 2000; Unger et al.,
1999). ATM und ATR kdénnen p53 auch direkt an Ser15 phosphorylieren, wobei die
transkriptionelle Aktivitat von p53 erhdht wird (Canman et al., 1998). Dadurch werden sowohl
pro-apoptotische Signale (Fas-Rezeptor, Bax, PUMA, Noxa, Apaf-1, Pidd) als auch anti-
apoptotische Signale (DDB2, XPC, FEN1, MGMT, MSH2) weitergeleitet (Christmann et al.,
2007; Roos & Kaina, 2013). Phosphorylierung von p53 an Ser46 ist mit der Induktion eines

pro-apoptotischen Ausgangs assoziiert (Oren, 2003). Ferner aktiviert p53 p21, welches den
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CDK2-CyclinE-PCNA Komplex inhibiert und so zu einem G1/S-Zellzyklusblock fuhrt
(Christmann et al., 2003). Dieser G1/S-Zellzyklusblock wird auch p53-unabhangig tber ATR-
aktiviertes CHK1 verursacht. Dabei kommt es Uber CHK1 zu einer Phosphorylierung von
Cdc25a an Ser123 und zur Ubiquitinierung und Degradation des Proteins. Folglich kann
Cdc25a Cdk2-Cyclin E nicht Uber eine Dephosphorylierung an Thr14 undTyr15 aktivieren.
Aulierdem phosphoryliert CHK1 Cdc25c an Ser216, welches anschlieliend an das 14-3-30
Gerustprotein bindet und dadurch aus dem Zellkern geschleust wird. Cdk1-Cyclin B kann nicht

mehr phosphoryliert werden und es entsteht ein G2/M-Arrest (Dalal et al., 1999).

ATM und ATR regulieren und aktivieren Wege der DNA-Reparatur. So phosphoryliert ATM
NBS11, BRCA1 und c-Abl (Chen et al., 1999; Gatei et al., 2000; Lim et al., 2000; Shangary et
al., 2000; Xu et al., 2002). c-Abl, welches auch durch DNA-PKcs aktiviert werden kann, ist
dadurch in der Lage, das fur die Homologe Rekombination essentielle Rad51 zu aktivieren
oder Uber p73 den Zelltod auszulésen (Christmann et al., 2003). Die Phosphorylierung von
NBS1 an Ser343 und Ser278 nach IR ist essentiell fir die Rekrutierung des MRN Komplexes
dargestellt als Foci an der DNA-Schadensstelle (Zhao et al., 2000). DSB aktivieren ATM-
vermittelt den Transkriptionsfaktors NF-kB durch Phosphorylierung und Inaktivierung der
inhibitorischen IkB-Kinase (Li et al., 2001). Insgesamt aktivieren die Kinasen ATM und ATR
sowie die katalytische Untereinheit DNA-PKcs mehr als 700 Proteine (Falck et al., 2005;
Matsuoka et al., 2007), die einen Zellzyklusarrests, Zelltod oder die Induktion der DNA-

Reparatur zur Folge haben.

Weitere wichtige Mediatoren der DNA-Reparatur, die durch ATM/ATR/DNA-PKcs an den
DNA-Schaden rekrutiert und phosphoryliert werden, sind u.a. das Histon 2AX (yH2AX =
phosphorylierte Form), Artemis, 53BP1 (p53 binding protein 1) und MDC1 (mediator of DNA
damage checkpoint protein 1) (Gaziev & Shaikhaev, 2012). Das Gerustprotein MDC1 bindet
an yH2AX, stabilisiert aktiviertes ATM und den MRN-Komplex am DSB, wobei die
Ubiquitinligase RNF8 rekrutiert wird und ein Komplex geformt wird, der RNF168, BRCA1 und
53BP1 im Bereich des DSB anlagert. MDC1 sowie yH2AX agieren dabei als Vermittler der

DDR und flhren u.a. zur Auflockerung des Chromatins. Dadurch wird weiteren Faktoren der

DDR der Zugriff auf die geschadigte DNA und somit eine Signalweiterleitung erleichtert
(Cimprich & Cortez, 2008; Goldberg et al., 2003; Matsuoka et al., 2007; Smits et al., 2010;
Stewart et al., 2003).

1.2.4 yH2AX als Marker fiir DNA-Doppelstrangbriche
DNA-Doppelstrangbriche und blockierte Replikationsgabeln aktivieren die DDR, die durch die
Phosphorylierung des Histons 2AX (H2AX) gekennzeichnet ist. Die phosphorylierte Form wird

yH2AX genannt, da es nach Exposition mit y-Strahlung, aber auch durch andere DNA-
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schadigende Stoffe induziert wird (lvashkevich et al., 2012). Das Chromatin ist in sog.
Nukleosomen verpackt, wobei 150 Basenpaare der DNA 1,7 fach um 8 Histonmolekiile (2x
H2A/H2B/H3/H4) gewickelt sind und 50 Basenpaare ein H1 Histon umwickeln (Muslimovic et
al., 2012). H2AX liegt dabei je nach Zelltyp zu 2 — 25 % im Nukleosom vor (Kinner et al., 2008).
Werden die PI3-Kinasen ATM, ATR und DNA-PK nach einem DNA Doppelstrangbruch
aktiviert, so phosphorylieren sie H2AX in direkter Umgebung des DNA-Schadens an Ser139
(Ismail & Hendzel, 2008; Jackson, 2002; Rogakou et al., 1998). Dadurch wird das Chromatin
aufgelockert bzw. umorganisiert, wodurch DNA-Reparaturenzyme effizienter die
Schadensregion erreichen kénnen (Chapman et al., 2012; van Attikum & Gasser, 2005). Somit
fuhrt yH2AX zur Ballung von DNA-Reparaturmolekilen an den DSB (Kinner et al., 2008).
yH2AX fihrt zur Amplifizierung und Weiterleitung der DNA-Schadens-abhangigen G2/M-
Checkpoint-Aktivierung, fordert die Artemis-abhangige Prozessierung von DSB und dient als
Anker des Chromatins, um die Dissoziation des DSB zu verhindern. yH2AX rekrutiert
gleichzeitig Cohesin zur Stabilisierung des Chromatingerists zur Foérderung der HR
(Fernandez-Capetillo et al., 2002; Fernandez-Capetillo et al., 2004; Lowndes & Toh, 2005;
Riballo et al., 2004; Rothkamm & Horn, 2009).

Nach IR und Genotoxinbehandlung akkumuliert yH2AX im Bereich des DNA-Schadens und
kann als intranuklearer Focus bzw. Foci (Mehrzahl) immunhistochemisch mit Erstantikorper
gegen yH2AX und einem mit Fluorochrom-gekoppelten Zweitantikorper dargestellt werden
(Nikolova et al., 2014). Andere Faktoren wie 53BP1, MRE11, RAD50, NBS1, MDC1 und
RADS51 kénnen auch als Foci dargestellt werden, wobei sie mit yH2AX ko-lokalisieren kdnnen
(Anderson et al., 2001; Dimitrova & de Lange, 2006; Furuta et al., 2003; Haaf et al., 1995;
Stucki & Jackson, 2004). Die Foci kénnen automatisiert oder per Auge am Mikroskop
ausgezahlt werden. Zudem kénnen yH2AX-positive Zellen am Durchflusszytometer bzw. Gber
ELISA analysiert werden (Banath & Olive, 2003; Smart et al., 2011). Die Induktion von DSB
fuhrt zur schnellen (innerhalb von 1 - 3 Minuten nach IR) Formation von yH2AX-Foci, wodurch
0,003 - 0,006 % der H2AX-Molekile durch die o.g. PI-3 Kinasen an Ser139 phosphoryliert
werden. Dieses Signal kann sich bis zu 2 bis 30 Megabasen vom Strangbruch entfernt
ausweiten und betrifft ca. 2000 yH2AX-Moleklle, die immunhistochemisch als ein Focus
dargestellt werden (Muslimovic et al., 2012; Pilch et al., 2003; Rogakou et al., 1999; Rogakou
et al., 1998; Sedelnikova et al., 2002). yH2AX flankiert dabei den DNA Doppelstrangbruch. Ein
Maximum der yH2AX-Foci-Signale nach IR wird dabei je nach Zelle zwischen 30 min und 1 h
erreicht (Berdelle et al., 2011; Muslimovic et al., 2012; Rogakou et al., 1999; Rogakou et al.,
1998; Rothkamm & Horn, 2009; Sedelnikova et al., 2002).

Ein yH2AX-Focus steht stellvertretend fiir einen DSB (Pilch et al., 2003; Rothkamm & Lobrich,
2003; Sedelnikova et al.,, 2002). yH2AX-Foci kénnen noch mehrere Stunden nach

Schadensinduktion geformt werden und bis mehrere Monate in der Zelle als Stressantwort
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persistieren (Bocker & lliakis, 2006; Rodier et al., 2009). Die Abnahme des yH2AX-
Signals/Foci mit der Zeit ist assoziiert mit der Reparatur der DNA-Schaden. Funf
Phosphatasen sind fur die Dephosphorylierung von yH2AX verantwortlich; PP2A, PP4, PP6,
PP2C und WIP1 (wild-type-p53-induced phosphatase) (Macurek et al., 2010; Moon et al.,
2010; Muslimovic et al., 2012). So fiihrt ein Knockdown von PP2A und PP6 zu persistierenden
yH2AX-Foci und zur ineffizienten DNA-Reparatur (Chowdhury et al., 2005; Chowdhury et al.,
2008; Douglas et al., 2010). Die Bestimmung von yH2AX-Foci ist eine sehr sensitive Methode
zur Bestimmung von Strahlen- oder gentoxischer Agenzien-induzierter DNA-Sché&den und
deren Reparatur, die in hohem Durchsatz automatisch und routinemafig durchgefuihrt werden
kann. Sie findet nach und nach Einzug in die klinische Anwendung im Bereich des individuellen
Monitorings und der therapeutischen Dosisanpassung bei Krebspatienten wahrend der
Strahlen- oder Chemotherapie und wird zusatzlich als strahlenbiodosimetrische Bestimmung
fur Hochrisikogebiete (Kernkraftwerke, radioaktiv verseuchte Gebiete) diskutiert (Heylmann &
Kaina, 2016; Ivashkevich et al., 2012; Zahnreich et al., 2015). So werden DNA-Schaden vor
allem in peripheren Blutzellen als auch im Tumor selbst nhachgewiesen, da eine Korrelation
zwischen yH2AX und der Einleitung des Zelltodes besteht (Banath & Olive, 2003; Muslimovic
et al., 2009; Nikolova et al., 2014; Zahnreich et al., 2015). Dabei ist yH2AX fiir Krebspatienten
ein wichtiger biologischer Marker der Toxizitdt nach der Strahlen- bzw. Krebstherapie.
Lymphozyten bieten sich insbesondere aufgrund ihrer einfachen Isolation durch die

routinemaRige Blutentnahme fur dosimetrische Bestimmungen an.

1.2.5 Reparatur der DSB durch die Nicht-homologe End-zu-Endverknipfung
(NHEJ) - Abb.1.4B
Es existieren zwei Hauptwege der Reparatur von DSB, die Nicht-homologe End-zu-End-
verknupfung (NHEJ - Abb.1.4 B) und die Homologe Rekombination (HR - Abb.1.4 C). Die
NHEJ kann in allen Phasen des Zellzyklus, die HR nur in der S- oder G2-Phase stattfinden,
da in diesen eine homologe Sequenz zum Abgleich des geschadigten DNA-Strangs zur
Verfugung steht (Johnson & Jasin, 2000; Rothkamm et al., 2003; Takata et al., 1998). Die
NHEJ benétigt zur Ligation beider Enden des DSB keine homologe Sequenz (Critchlow &
Jackson, 1998). Sie wird Uber das Holoenzym DNA-PK eingeleitet. Dabei bindet ein
heterodimerer Komplex bestehend aus den Proteinen KU70 und KU80 an den DSB (Jeggo et
al., 1992; Reeves & Sthoeger, 1989). Dadurch wird die geschadigte DNA vor dem Verdau
durch Exonukleasen geschitzt. Anschlielend lagert sich DNA-PKcs an das KU-Heterodimer
an und es bildet sich das Holoenzym DNA-PK (Gottlieb & Jackson, 1993; Hartley et al., 1995;
Sipley et al., 1995; Smith & Jackson, 1999). DNA-PKcs ist eine Ser/Thr-Kinase, die durch

einzelstrangige DNA im Bereich des DSB aktiviert wird (Hammarsten, et al., 2000; Kim et al.,
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1999). DNA-PKcs bindet an XRCC4, welches mit der Ligase IV einen Komplex bildet (Leber
et al., 1998). Damit der XRCC4-Ligase IV Komplex die Enden der DNA innerhalb des DSB
zusammenfugen kann, mussen diese prozessiert werden. Dies wird von der Endonuklease-
und Helikase des MRN-Komplexes durchgefiihrt, die Uberschiissige DNA an 3‘-Uberhangen
entfernt (Maser et al., 1997; Nelms et al., 1998; Paull & Gellert, 1999; Trujillo et al., 1998). Die
Endonuklease FEN1 (flap endonuclease 1) entfernt dabei 5-Uberhange (Christmann et al.,
2003). Ein weiteres Protein zur Prozessierung der DNA-Uberhange ist Artemis mit einer 5° zu
3' Exonukleaseaktivitat (Moshous et al., 2001). DNA-PKcs komplexiert und phosphoryliert
Artemis, wodurch Artemis eine Endonukleaseaktivitat erhalt, die fir die Entfernung von DNA-
Einzelstranglberhdangen und Haarnadelstrukturen zustandig ist (Ma et al., 2001). Artemis ist

somit in der Lage 5'- und 3-DNA-Uberhénge zu prozessieren.

Die NHEJ ist ein relativ einfacher Mechanismus der DSB Reparatur und daher ein sehr
schneller Weg DSB aus dem Genom zu entfernen. So liegt die mittlere Zeit zur Prozessierung
eines IR-induzierten DSB in S&ugetierzellen zwischen 15 und 30 min (Dahm-Daphi &
Dikomey, 1996; DiBiase et al., 2000; Rothkamm et al., 2003). Starken der NHEJ sind ihre
Schnelligkeit und Fahigkeit, in allen Zellzyklusphasen ohne homologe Sequenz funktionieren
zu kénnen. Die schnelle Ausflihrung der NHEJ als dominanter DSB-Reparaturweg verhindert
dadurch das rdumliche Abdriften der DNA-Enden, bevor diese wieder ligiert werden, und ein
Zusammenfigen des DNA Bruchs mit anderen DNA Enden in unmittelbarer Umgebung. Sie
wirkt so der Bildung chromosomaler Translokationen entgegen (lliakis et al., 2004; Kinner et
al., 2008; Mladenov & lliakis, 2011; Schipler & lliakis, 2013). Jedoch ist die NHEJ sehr
fehleranféllig. Die hohe Geschwindigkeit wirkt chromosomalen Translokationen zwar
entgegen, aber aufgrund der unspezifischen Ligation ohne homologe Sequenz kénnen auch
DSB-Enden zusammengeflgt werden, die nicht zusammengehdren, was letztenendes zu
chromosomalen Translokationen fuhrt (lliakis et al., 2015). Weiterhin besitzt die NHEJ nicht
die Fahigkeit prozessierte DNA Sequenzen im Bereich des Schadens durch Einbau von
Nukleotiden wiederherzustellen. Dabei steigt das Risiko von Sequenzveranderungen in Form
eines Verlusts von Nukleotiden und somit die Gefahr von Genmutationen und der Initiation der

Karzinogenese (lliakis et al., 2015).

1.2.6 Reparatur der DSB durch die Homologe Rekombination (HR) - Abb. 1.4 C
Wahrend der HR wird das geschadigte Chromosom in der S- und G2-Phase mit einem
unbeschadigten DNA-Molekul gleicher Sequenz als Vorlage zur Reparatur in Kontakt gebracht
(Sonoda et al.,, 2001). Der DSB wird durch den MRN-Komplex in 5- zu 3‘-Richtung
geschnitten. Es entstehen 3‘-Uberhénge, die durch einen Heptamerkomplex aus RAD52

gebunden werden, der die Enden vor exonukleolytischem Verdau schitzt (Stasiak et al.,
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2000). RAD52 konkurriert mit den KU-Proteinen um die Bindung am DSB, was fur die Zelle
dafur entscheidend sein kann, ob die NHEJ oder die HR eingeleitet wird (Van Dyck et al.,
1999). RAD52 wechselwirkt mit RAD51 und RPA, was folglich den DNA-Strangaustausch
aktiviert (Kagawa et al., 2001; New et al., 1998; Park et al., 1996; Reddy et al., 1997; Shen et
al., 1996). RAD51 bildet dabei Filamente, stabilisiert SSB und DSB und férdert ATP-abhangig
mittels RPA die Interaktion des homologen Strangs mit der geschadigten DNA (Benson et al.,
1994; Sigurdsson et al., 2001). Dadurch wird der Austausch des DNA-Strangs ermdglicht,
wobei ein Strang der geschadigten DNA in die ungeschadigte homologe DNA eindringt und
einen sog. D-Loop bildet (Baumann & West, 1997; Gupta et al., 1998). Dabei wird der Aufbau
des RAD51-Filaments durch weitere RAD51-Homologe wie RAD51B, C und D sowie XRCC2
und 3 unterstitzt (Liu et al., 2002; Masson et al., 2001; Schild et al., 2000; Takata et al., 2000;
Wiese et al., 2002). RPA spielt hierbei eine wichtige Rolle, indem es mit RAD51 interagiert und
das Zusammenfiihren der DNA-Strange stabilisiert (Eggler et al., 2002; Golub et al., 1998;
Park et al., 1996). Nach erfolgter DNA-Synthese durch die Polymerasen Pold, € und n werden
die Enden ligiert und die entstandenen Holliday Junctions aufgel6st (Christmann et al., 2003;
Maloisel et al., 2008). Diese Art der DSB-Reparatur fUhrt zur Ligation der zueinander
passenden DNA-Enden und zur Wiederherstellung der urspringlichen DNA-Sequenz. Sie
wirkt dabei der Bildung von chromosomalen Translokation entgegen und wird daher als
fehlerfreier Weg beschrieben (Heyer et al., 2010; lliakis et al., 2015; Manthey & Bailis, 2010;
Moynahan & Jasin, 2010; Richardson et al., 1998). Nachteile der HR sind die Komplexitat und
somit Dauer der Reparatur des DNA-Schadens sowie ihre Limitierung auf die S- und G2-
Phase des Zellzyklus (Frankenberg-Schwager, 1980; lliakis et al., 2015; Mladenov & lliakis,
2011; Rothkamm et al., 2003).

Kurz sei noch ein dritter, alternativer Reparaturweg von DSB zu nennen: der alternative bzw.
Back-Up-NHEJ-Reparaturweg (lliakis et al., 2015). Dieser soll Zellen bei Ausfall der NHEJ und
der HR noch die Moglichkeit geben, DSB zu reparieren. Dieser fuhrt PARP-1-vermittelt zur
direkten Ligation der Enden, wobei die Proteine DNA Ligase Ill, XRCC1, Histone H1m, die
DNA Ligase | sowie die Proteine der DNA-Endenprozessierung CtIP und Mre11 involviert sind
(Arakawa et al., 2012; Audebert et al., 2004; Bennardo et al., 2008; Dinkelmann et al., 2009;
lliakis et al., 2015; Liang et al., 2008; Mansour et al., 2010; K. Paul et al., 2013; Rosidi et al.,
2008; H. Wang et al., 2005; Xie et al., 2009; Zhang & Jasin, 2011). Dieser Mechanismus der
DSB-Reparatur ist weniger komplex als die konventionelle NHEJ. Er ist Substrat-unspezifisch,
d.h. die Ligationen von DNA-Enden kann willkirlich auftreten. Es wird angenommen, dass der
alternative Weg als eine Art Backup bzw. als letzten der Zelle noch verbleibenden Reserveweg
in Kraft tritt. Der Ablauf der Reparatur verlauft sehr langsam und férdert die Entstehung
chromosomaler Translokationen und somit auch die Gefahr der Karzinogenese (Boboila et al.,
2010; lliakis et al., 2015; Suto et al., 2015; Yan et al., 2007; Zhu et al., 2002).
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PARP-1 ist eines von 17 Mitgliedern der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-Familie und ein
wichtiger Regulator der DNA-Reparatur (Ame et al., 2004; Hottiger et al., 2010). Diese
Polymerasen modifizieren verschiedene Proteine durch Poly(ADP-Ribosyl)ation (Poly(ADP-
Ribose) = PAR). Dieser Prozess verbraucht NAD+, wobei PAR-Polymere aus bis zu 200
Einheiten entstehen, die wiederum alle 50 Einheiten abzweigen kénnen (sog. Branching) und
einen dreidimensionalen Komplex formen (Burkle, 2001; Christmann et al., 2003; Gibson &
Kraus, 2012; Lindahl et al., 1995). Dabei entsteht auch Nicotinamid. Nach DNA-
Schadensinduktion durch IR oder alkylierenden Agenzien bindet PARP-1 spezifisch an SSB
(Gradwohl et al., 1989; Menissier-de Murcia et al., 1989). Dabei wird PARP-1 auto-PARYyliert,
wodurch es mit vielfaltigen Proteinen interagieren kann (Lindahl et al., 1995). So wechselwirkt
es Uber PAR mit dem Basenexzisionsreparaturprotein XRCC1 und der DNA-Polymerase-f3
(Caldecott et al., 1996; Dantzer et al., 2000; Masson et al., 1998). Zusammen mit FEN1
aktiviert PARP-1 den sog. long-patch Weg der BER (Abb.1.4.D). Zugleich strukturiert PARP-1
das Chromatin um, damit DNA-Reparaturproteine den Bereich des DNA-Schadens besser
erreichen konnen. Dies wird Uber eine Aktivierung des 20s Proteasoms vermittelt, das u.a.
oxidierte Histone (insbesondere H1) degradiert (Mayer-Kuckuk et al., 1999; Ullrich et al.,
1999). Viele Proteine der DNA-Schadensantwort weisen PAR-Bindestellen auf, z.B. p53, p21,
DNA Ligase lll, XRCC1, DNA-PKcs, KU70, NF-xB, Pole und die Caspase-aktivierte DNAse
(CAD). Somit kann PARP-1 ein breites Spektrum an Signalwegen im Bereich der DNA-
Reparatur, der Zellzyklusregulation und des Zelltodes beeinflussen (Christmann et al., 2003;
Pleschke et al., 2000). PARP-1 und dessen Inhibition ist ein wichtiger Angriffspunkt in der
klinischen Forschung, Uberwiegend bei der Sensitivierung von Tumorzellen gegenulber

therapeutischen Agenzien (Davar et al., 2012; Rouleau et al., 2010).

1.2.7 Reparatur der Basenmodifikationen durch die Basenexzisionsreparatur
(BER) - Abb.1.4D
Die BER entfernt geschadigte Basen der DNA. Diese kdnnen oxidierte (z.B. durch IR, ROS
oder Entzindungsreaktionen) oder alkylierte Basen (z.B. durch das Chemotherapeutikum
Temozolomid) sein. So repariert die BER u.a. das hoch mutagene 8-OxoGuanin, das mit
Adenin fehlpaaren kann, sowie Thyminglykol und die nach Methylierung entstandenen N-
Methylpurine sowie spontan entstandene apurine Stellen (Christmann et al., 2003; Roos &
Kaina, 2013). Zuerst werden die modifizierten Basen durch DNA-Glykosylasen wie MPG,
OGG1 oder APE1 erkannt und durch Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung entfernt
(Scharer & Jiricny, 2001; Wilson & Barsky, 2001). In der sog. short-patch BER wird das 5’'dRP
von der Polf Uber eine p-Eliminierung entfernt. Polf figt dabei das einzelne Nukleotid wieder
in die DNA ein (Dianov et al., 1992; Matsumoto & Kim, 1995; Sobol et al., 1996; Wiebauer &
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Jiricny, 1990). Die Ligation in der short-patch Reparatur wird Uber die Ligase Il vermittelt,
wobei diese mit dem Gertstprotein XRCC1 (X-ray repair cross-complementing protein1), Polp
und PARP-1 komplexiert (Kubota et al., 1996). Entstehen jedoch oxidierte oder reduzierte AP-
Stellen sowie 3’-ungesattigte Aldehyde oder 3’-Phosphate, so kénnen diese nicht Uber eine 3-
Eliminierung entfernt werden und die Reparatur findet tGber den long-patch Weg statt. Dabei
ist Polp noch in der Lage ein Nukleotid einzufiigen (Podlutsky et al. 2001). Die Verlagerung
des DNA-Strangs sowie die DNA-Synthese werden im Anschluss durch die Polymerasen Pold
und Pole zusammen mit PCNA und RF-C durchgeflihrt. In diesem Prozess werden bis zu 10
Nukleotiden neu aufgefiillt und die Uberhdngende Desoxyribose-Flap-Struktur (5’-dRPflap)
durch PCNA-stimuliertes FEN1 entfernt (Klungland & Lindahl, 1997; Stucki et al., 1998). Die
Ligation des Strangs erfolgt durch die Ligasen | und Ill mit Hilfe von PCNA und Polp (Prasad
et al., 1996; Srivastava et al., 1998; Tomkinson et al., 2001).

Es wurde gezeigt, dass Monozyten einen Defekt in der BER und NHEJ besitzen, da sie die
Proteine XRCC1, Ligase lll und DNA-PKcs sowie PARP-1 nicht exprimieren und somit
gegenuber ROS und dem methylierenden Agens Temozolomid erhéhte Sensitivitat zeigen.
Makrophagen und Dendritische Zellen, die aus diesen Monozyten mithilfe der Zytokine GM-
CSF bzw. IL-4 + GM-CSF ausgereift wurden, zeigten hingegen eine Expression dieser
Proteine wahrend des Ausreifeprozesses und eine gesteigerte Resistenz gegenuber diesen

gentoxischen Noxen (Bauer et al., 2011; Bauer et al., 2012; Briegert & Kaina, 2007).

Im Zusammenhang mit der BER soll hier noch das Enzym MTH1 genannt werden. Dieses
verhindert mittels Hydrolyse oxidierter Purine wie 8-Oxo-dGTP oder 8-Oxo-dGMP deren
Einbau in die DNA und somit das Auftreten der toxischen und mutagenen Lasion 8-Oxo-
Guanin im Strang (Furuichi et al., 1994; Sakumi et al., 1993). Inhibitoren von MTH1 stehen
zurzeit klinisch stark im Fokus, da dieses Enzym in Tumorzellen eine erhdhte Aktivitat aufweist.
Tumorzellen bilden aufgrund ihres erhdhten Metabolismus und einer verringerten Redox-
Regulation erhebliche Mengen an ROS, sodass MTH1 besonders in diesen Zellen eine Art
Schutzfaktor ist. Eine Inhibition von MTH1 ist deshalb fur eine Vielzahl an Tumorzellen hoch
toxisch (Gad et al., 2014).

1.3 Zelltodwege nach DNA-Schaden

Nach einem DNA-Schaden reagieren Zellen mit komplexen Mechanismen, die das Schicksal
der Zelle in eine bestimmte Richtung lenken. Dies kann zur Reparatur des Schadens und zum
Uberleben, oder auch zum Zelltod flihren. Dieser Weg wird oft von Faktoren der DDR
bestimmt, wobei es aber auch zur Toleranz des DNA-Schadens kommen kann. Diese

Signalwege sind bestimmend, ob ein DNA-Schaden eine Krebsinitiation oder -progression
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ausldst und sind von grofRer Bedeutung bei der Wirksamkeit von gentoxischen Noxen bei der
Krebstherapie (Roos et al., 2016). So kdnnen DNA-Schaden Autophagie, Seneszenz und anti-
apoptotische Faktoren wie Survivin, IAPs (inhibitors of apoptosis), XIAPs (X-linked inhibitor of
apoptosis proteins) als auch die Transkriptionsfaktoren NF-xB und AKT die Einleitung des
Zelltodes inhibieren, aber auch eine gezielte Induktion der Apoptose, Nekrose, Nekroptose
oder der Pyroptose stattfinden (Bartek & Lukas, 2007; Roos et al., 2016; Vandenabeele et al.,

2010). Im Folgenden werden einige dieser Wege kurz dargestellt:

1.3.1 Apoptose

Der programmierte Zelltod, die Apoptose, wird durch extrinsische Signale (Fas
Rezeptor/CD95) und intrinsisch Uber den mitochondrialen Weg ausgeldst (Roos & Kaina,
2006). Der extrinsische Weg fihrt Uber die Aktivierung des Fas-Rezeptors (FasR) zur
Anlagerung des DIS (death-inducing signaling)-Komplexes mit FADD (Fas-associated protein
with death domain), welches die ausfihrenden Pro-Caspasen-8 und -10 aktiviert und eine
Kaskade von Caspasen auslost. Dies flihrt zum Verdau der DNA durch CAD und zur
Inaktivierung von Proteinen durch die proteolytische Aktivitat der Caspasen 3 und 7. Der
mitochondriale Weg wird Uber die Freisetzung von Cytochrom c¢ ausgeldst und Uber pro-
apoptotische Proteine wie Bax und Bak sowie anti-apoptotische Proteine wie Bcl-2 und Bcl-x_
reguliert. Cytochrom c bildet mit der Pro-Caspase-9 und Apaf-1 (apoptotic protease activating
factor 1) das Apoptosom, welches eine Signalkaskade von ausfiihrenden Caspasen aktiviert,
die zur Spaltung von Proteinen und der DNA fihrt (Roos & Kaina, 2013). Apoptotische Zellen
sind morphologisch gekennzeichnet durch zytoplasmatische und nukledre Kondensation,
Chromatinspaltung und der Bildung apoptotischer Koérper, sowie der Umlagerung von
Phosphatidylserinresten von der inneren zur au3eren Zellmembranseite. Da durch die Bildung
Membran-gebundener zellularer Fragmente (apoptotischer Koérper) keine Zellinhalte nach
aufden gelangen, ist die Apoptose kein entziindungsausldsender Prozess (Fink & Cookson,
2005). Ein wichtiges Mitglied der IAPs ist das Survivin. Es inhibiert Caspasen, insbesondere
die Caspase-3, und stimuliert gleichzeitig die Reparatur von DSB Uber Interaktion mit DNA-
PK. Dies fuhrt Survivin-vermittelt zur Hemmung der Apoptose und Stimulation der NHEJ, somit
zum Schutz vor IR-induzierten DNA-Schaden. Vor allem in der Behandlung von Tumorzellen,
die oft erhéhte Mengen an Survivin aufweisen, kann dies ein ernstes Problem in der Therapie
darstellen (Altieri, 2003, 2008; Reichert et al., 2011).



Einleitung 28

1.3.2 Nekrose

Die Nekrose ist ein Caspase-unabhangiger Vorgang, der zum Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials, Anschwellen des Zytoplasmas und der Organellen, Zerstérung der
Plasmamembran, Chromatinkondensation und nukledren Degradierung sowie der Aktivierung
der Proteasen Calpain und Cathepsin flihrt. Das unkontrollierte Platzen der Zelle entlasst den
Inhalt der Zelle ins Gewebe und I6st Entziindungsreaktionen aus (Fink & Cookson, 2005;
Golstein & Kroemer, 2007).

1.3.3 Autophagie

Die Autophagie ist ein regulierter Lysosomen-abhangiger Degradations- bzw.
Recyclingprozess der Zelle. Dieser wird in drei Formen, die Chaperon-vermittelte Autophagie,
die Mikro- und Makroautophagie, unterteilt (Boya et al.,, 2013). Dabei verschmelzen
Lysosomen mit Autophagosomen zu sog. Autolysosomen, deren zytoplasmatischer Inhalt
durch die lysosomalen, sauren Enzyme verdaut wird (De Duve & Wattiaux, 1966). Stimuli der
Autophagie kdénnen Nahrstofflimitierung oder zelluldrer Stress (z.B. DNA-Schéden) sein.
Autophagie fuhrt zur Synthese, Abbau und Wiederverwertung zellularer Komponenten.
Autophagie (im Allgemeinen die Makroautophagie) wird Uber die Adenosin-Monophosphat-
aktivierte Proteinkinase (AMPK) aktiviert, die den mTOR (mammalian target of Rapamycin)
Komplex1 hemmt und somit Autophagie ausldst (Sanli et al., 2014). Dabei wird ULK1 (unc-51-
like-kinase 1) und eine Kaskade weiterer ATGs (autophagy related proteins) aktiviert (Chan et
al., 2007; Suzuki et al., 2001; Wang & Klionsky, 2003). ULK1 aktiviert die Phosphoinosit-3-
Kinase der Klasse lll, die einen groRen Komplex mit Beclin-1, p105/Vsp15, UVRAG, ATG14
und Rubicon formt. Dadurch werden Membrane aus zytoplasmatischen Vesikeln zu sog.
Phagophoren zusammengefiigt und Bindestellen fiir weitere Autophagieproteine geschaffen.
Die Bildung der Autophagosomen wird letztendlich durch ubiquitin-dhnliche
Konjugationssysteme wie dem ATG12/ATG5-Komplex und dem modifizierten LC3-PE (light
chain 3 - phosphatidylethanolamine) induziert (Kabeya et al., 2000; Rodriguez-Rocha et al.,
2011; Weinberg & Ludwig; Yang et al., 2005). Die selektive Einlagerung und das Schlie3en
des Autophagosoms um das zytoplasmatische Material wird Giber membraneingelagertes LC3
als auch Uber p62 vermittelt (Komatsu et al., 2007). Nach Fusion des Autophagosoms mit dem
Lysosom entsteht ein Autolysosoms, das die Bestandteile durch saure Enzyme lysiert und
Aminosauren wieder freigesetzt werden. Pharmakologische Inhibitoren der Autophagie sind
u.a. Chloroquin und Bafilomycin, die eine Ansauerung der Autolysosomen verhindern
(Yamamoto et al., 1998). Autophagie dient dem Schutz der Zellen, auch von Krebszellen, kann
aber auch mit einem Einleiten der Apoptose in Verbindung gebracht werden (Czarny et al.,
2015; Kulkarni et al., 2016; Maiuri et al., 2007).
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1.3.4 Seneszenz

DNA-Schaden kénnen auch Seneszenz ausldsen (von Zglinicki et al., 2005). Dabei kann ATM-
vermittelt p53 und p16 aktiviert und eine Zellzyklusblockade induziert werden Dies flhrt zum
irreversiblen Verlust der Proliferationsfahigkeit und somit zur Seneszenz. Die Zellen bleiben
dabei metabolisch aktiv (Gey & Seeger, 2013). Seneszenz charakterisiert sich demnach in
Wachstumsstopp, Resistenz gegeniiber Apoptose und einer stark veranderten Genexpression
(Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007). Sie reguliert Alterungsprozesse und die Entstehung von
Krebs. So flhrt die Seneszenz im Alter zur Verringerung der Neurogenese, Hamatopoese und
Pankreasfunktion (Janzen et al., 2006; Krishnamurthy et al., 2006; Molofsky et al., 2006).
Seneszenz schitzt wiederum vor der Entstehung von Krebs, da sich Krebszellen gerade
wegen ihrer hohen Proliferationsrate von gesunden Zellen unterscheiden. Jedoch kdnnen
seneszente Zellen aus ihrem Wachstumsblock (Verlust von p53- oder p16-Aktivitat)
entkommen und als gestresste, geschadigte Zellen mit unkontrollierter Proliferation das Risiko
zur Entstehung entarteter Zellen erhéhen (Campisi & d'Adda di Fagagna, 2007). Die
Krebstherapie kann auch seneszente Krebszellen induzieren, wodurch eine Resistenz
gegenuber weitere Chemotherapeutika vermittelt werden kann (Lee et al., 2006). Wichtige
Marker der Seneszenz sind die Seneszenz-assoziierte f-Galaktosidase (SA-pgal), sowie p16,
p15, DEC1 (differentiated embryo-chondrocyte expressed 1) und DCR2 (decoy receptor 2)
(Collado & Serrano, 2006; Dimri et al., 1995; Krishnamurthy et al., 2004).

1.3.5 Nekroptose

Die Nekroptose ist eine Form der regulierten Nekrose und ein Vermittler von
Entziindungsreaktionen. Sie wird z.B. Uber den TNF-Rezeptor ausgelést (Pasparakis &
Vandenabeele, 2015). Dabei kann es zu einem Caspase-unabhangigen Zelltod kommen, der
Uber einen Komplex bestehend aus RIPK1 (receptor interacting protein kinase-3) und RIPK3,
auch Nekrosom genannt, getriggert wird (Cho et al., 2009; S. He et al., 2009; Vandenabeele
etal., 2010; Vercammen et al., 1998). Ein Substrat des Nekrosoms ist die MLKL (mixed lineage
kinase like). Die letztendliche Ausflihrung der Nekroptose durch MLKL ist noch unklar. Es wird
vermutet, dass MLKL Na*- und Ca*-Kanale in der Plasmamembran bildet oder direkt nach
Phosphorylierung durch Konformationsénderungen Poren in der Membran bildet und dadurch
einen nekroseartigen Zelltod auslost (Cai et al., 2014; Chen et al., 2014; Su et al., 2014; Sun
et al.,, 2012; J. Zhao et al.,, 2012). Ein pharmakologischer Inhibitor der Nekroptose ist
Necrostatin, das RIPK1 hemmt (Degterev et al., 2008).
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1.3.6 Parthanatos

Parthanatos ist eine weitere Form der regulierten Nekrose und ist eine Uber PARP vermittelte
Form des Zelltodes. Daher der Name PAR (PAR-Polymer-vermittelt) und der Begriff Thanatos
als griechische Personifikation des Todes (David et al., 2009). Durch DNA-Strangbriiche-
aktiviertes PARP bildet PAR, welches die Translokation von AlF (apoptosis inducing factor)
von den Mitochondrien in den Zellkern bewirkt. Dort kommt es uber die Parthanatos AlF-
assoziierte Nuklease (PAAN) zur Chromatinkondensation und DNA-Fragmentierung. Des
Weiteren verbraucht aktives PARP-1 erhebliche Mengen an NAD+ und ATP, weshalb dieser
Prozess aufgrund des hohen Energieverlustes in der Zelle auch zur Induktion des Zelltodes
beitragt (Fatokun et al., 2013).

1.3.7 Pyroptose

Die Pyroptose ist eine Form des programmierten Zelltods und wird Uber das sog. Inflammasom
ausgeldst. Dabei kommt es zur Komplexbildung der Proteine ASC, NLR (NOD-like receptor)
P3 und der ausfiihrenden Pro-Caspase-1. Dies fuhrt iber die CARD (caspase activation and
recruitment domain) von ASC zur Aktivierung der Caspase-1 und somit zur Spaltung des
Caspase-1 Substrats Gasdermin D. Gasdermin D kann auch von der Caspase-11 geschnitten
werden, die nach Bindung von zytosolischen, bakteriellen LPS aktiviert wird (He et al., 2015).
Geschnittenes Gasdermin D formt Poren in der Membran und I8st die Pyroptose aus (Liu et
al., 2016). Diese ist gekennzeichnet durch ein Anschwellen der Zellen und der Ruptur der
Plasmamembran, ahnlich der Nekrose (Fink & Cookson, 2005). Caspase-1 prozessiert auch
die Vorlaufer der entzindungsférdernden Zytokine IL-1f und IL-18 zur aktiven Form, was zur
Sekretion dieser Faktoren fiihrt (Dinarello, 2009; Fantuzzi & Dinarello, 1999). Pyroptose wird
u.a. durch bakterielle Pathogene (LPS) vor allem in Makrophagen und Dendritischen Zellen

ausgeldst (Miao et al., 2010).

1.4 Weitere genotoxische Noxen

1.4.1 Cytolethal distending Toxin (CDT)

CDT ist ein bakterielles Toxin, das von einer Vielzahl gramnegativer Bakterien wie
Haemophilus ducreyi, Escherichia coli, Clostridium difficile oder Campylobacter spp. gebildet
wird (Ahmed et al., 2001; Ceelen et al., 2006; Eyigor et al., 1999; Peres et al., 1997). CDT
besteht aus drei Untereinheiten CdtA, CdtB und CdtC. Die drei Untereinheiten lagern sich als
Holotoxin zusammen, wobei CDT sein toxisches Potential erhalt (Pickett et al., 1994; Pickett
et al., 1996; Sugai et al., 1998). Die Untereinheiten CdtA und CdtC sind fur die Bindung des

Holotoxins verantwortlich; CdtB agiert als toxisch aktive Untereinheit (Guerra et al., 2009;
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Guerra et al., 2005). CdtA und CdtC binden mit ihren Lektin-Doméanen und aromatischen
Bereichen an Zelloberflachenmolekile und entlassen die toxische Untereinheit CdtB in die
Zielzelle (Hu et al., 2006; Nesic et al., 2004). Dies geschieht tber eine Dynamin-abhangige
Endozytose mit vesikularen Transport zum Golgi-Apparat (Cortes-Bratti et al., 2000; Cortes-
Bratti et al., 2001; Golub et al., 1998). Uber einen retrograden Transport zum
endoplasmatischen Retikulum, gesteuert Uber N-gekoppelte Glykosylierungen, wird CtdB
direkt in den Nukleus transloziert (Guerra et al., 2009). Dabei hilft ein N-terminales
Kernlokalisierungssignal. CtdB lagert sich Uber eine DNA-Bindedoméane an die DNA an und
induziert Gber seine DNase-| Aktivitdt und Phosphodiesterspaltungen SSB. Diese konvertieren
zu DSB, wenn die Einschnitte direkt gegenlberliegen oder auf Replikationsgabeln treffen
(Bezine et al., 2014; Fahrer et al., 2014; Fedor et al., 2013; Hassane et al., 2003; Nishikubo et
al., 2003). CDT wird aufgrund der Eigenschaft DSB bilden zu koénnen auch als

Radiomimetikum beschrieben (Fahrer et al., 2014).

1.4.2 Temozolomid (TMZ)

TMZ ist ein monofunktionell methylierendes Agens. Dieses wird als Goldstandard
hauptsachlich in der Therapie von Gliobastomen, einer sehr aggressiven und bisher
unheilbaren Form des Hirntumors, aber auch bei Melanomen eingesetzt (Naumann et al.,
2009; Yung et al., 1999). Dabei wird TMZ, z.T. nach operativer Entfernung des Tumors,
zusammen mit Strahlentherapie (2 Gy Fraktionen pro Tag, 6 Wochen) appliziert. Dadurch kann
das Uberleben der Patienten von 12,1 Monate auf 14,6 Monate im Mittel verlangert werden
(Stupp et al., 2005). TMZ wird nach oraler Aufnahme schnell absorbiert und hydrolysiert
spontan in den aktiven Metaboliten 5-(3-Methyltriazen-1-yl)imidazol-4-carboxamid (MTIC), das
die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden kann (Abb. 1.5) (Hermisson et al., 2006; Kaina et al.,
2007). Dort zerfallt es zu 5-Aminoimidazol-4-carboxamid (AIC) und dem hochreaktiven
Methyldiazoniumion. Daraus spaltet sich Stickstoff ab und die freien Elektronenpaare der
DNA-Basen reagieren mit dem Methylkation, wodurch sie Uber eine monomolekulare

nukleophile Substitution methyliert werden.

Weitere monofunktionell methylierende Agenzien sind Procarbazin und Dacarbazin, die
jedoch in der Leber uUber Cytochrome zum aktiv alkylierenden Diazomethan metabolisiert
werden mussen (Aktories et al., Allgemeine Pharmakologie und Toxikologie). Die DNA kann
dabei an 13 Positionen methyliert werden. So werden zu 80 — 85 % N7-Methylguanin und 8 —
18 % N3-Methyladenin gebildet, die durch die BER repariert werden (O'Connor & Laval, 1991;
Samson et al., 1991). Die toxischste Lasion ist dabei jedoch das O°-Methylguanin, welches
nur 0,3 — 8 % der Methylierungen darstellt. O°>-Methylguanin ist sehr stabil und wird durch die
0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) entfernt. Findet dieser



Einleitung 32

Reparaturmechanismus nicht statt, kann das O°-Methylguanin nach Durchlaufen von zwei
Replikationsschritten Punktmutationen bilden, wobei im ersten Replikationsschritt O°-
Methylguanin mit Thymin anstatt Cytosin paart (Roos et al., 2004; Warren et al., 2006). So
wird in der nachsten S-Phase gegenuber Thymin Adenin eingebaut und die Punktmutation
manifestiert sich. O°-Methylguanin paart erneut mit Thymin (Eadie et al. 1984). Des Weiteren
wird die  O°%Methylguanin-Thymin-Fehlpaarung  durch  die  Mismatch-Reparatur
(Basenfehlpaarungs-Reparatur) erkannt, wodurch aber Gber mehrere ineffektive Mismatch-
Reparatur-Zyklen erneut Thymin eingebaut wird. Durch diese immer wiederkehrenden
Reparaturversuche entstehen durch Exonuklease1-Aktivitaten Lucken bzw. Einschnitte im
DNA-Strang, die durch ein Zusammenbrechen an der Replikationsgabel bzw. bei Uberlappung
mehrerer solcher DNA-LUcken zu DSB fuhren kénnen (Caporali et al., 2004; Karran & Bignami,
1992; Ochs & Kaina, 2000; Quiros et al., 2010). Die Mismatch-Reparatur vermittelt folglich die
zytotoxische Wirkung von TMZ in hohem Mafe. Man versucht insbesondere Tumorzellen mit
gezielten Strategien gegeniiber Temozolomid zu sensibilisieren, indem u.a. MGMT durch O°-
Benzylguanin gehemmt wird. Dabei stehen auch zellulare Unterschiede von
Reparaturmechanismen und die Expression von p53 im Fokus (Hermisson et al., 2006,
Naumann et al., 2009). So konnten schon effektiv Melanomzellen durch Interferon-f§ und dem
Histondeacetylaseinhibitor Valproinsaure, sowie Glioblastomzellen mittels des in der
Malariatherapie eingesetztem Artesunats gegenliber Temozolomid sensitiviert werden (Berte
et al., 2016; Roos et al., 2011).
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Abb. 1.5: Entstehung von 0°-Methylguanin durch Temozolomid. TMZ wird tiber eine Hydrolyse zu MTIC unter
Abspaltung von CO, umgewandelt. MTIC zerféllt zu AIC und dem hochreaktiven Methyldiazoniumion. Dieses
methyliert Gber einen Sy1-Mechanismus und Abspaltung von Stickstoff Guanin, das mit dem freien Elektronenpaar
am Sauerstoff mit dem Methylkation zu OG-Methnguanin reagiert. Adaptiert aus Kaina et al. 2007.
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1.4.3 Mafosfamid, ein Derivat des Cyclophosphamids

Cyclophosphamid wird in der Behandlung verschiedener Tumorerkrankungen und
Autoimmunerkrankungen eingesetzt. Hohe Dosen fuhren zur Immunsuppression, niedrige
Dosen zur Immunstimulation (Emadi et al., 2009; Sharabi & Haran-Ghera, 2011). Die
Mechanismen dahinter sind noch weitgehend unklar und werden zurzeit untersucht. Dabei ist
es von besonderer Wichtigkeit zu verstehen, warum diese gegensatzlichen Effekte auftreten;
denn eine Immunstimulation in der Krebstherapie ist erwilinscht, eine Suppression aber ist
unerwunscht. Dies gilt im umgekehrten Sinne fur Autoimmunerkrankungen (Heylmann et al.,
2013).

Cyclophosphamid  wird durch Cytochrom P450 metabolisiert, wobei das 4-
Hydroxycyclophosphamid entsteht. Dieses ist instabil und zerfallt zu dem aktiven Metabolit
Phosphoramid-Mustard und Acrolein. Phosphoramid-Mustard bildet ein hochreaktives
Aziridinium-Kation, welches mit der DNA an der N7-Position des Guanins reagiert und mit
einem weiteren Guanin einen hoch toxischen Interstrang-Crosslink (ICL) bildet (Emadi et al.,
2009; Joy et al., 2012). Die Reparatur solcher Crosslinks ist sehr komplex und setzt sich
zusammen aus Mechanismen der Nukleotidexzisionsreparatur, Translesions-DNA-Synthese,
HR und der Aktivitat der sog. Fanconi-Proteine (Hashimoto et al., 2016). Mafosfamid ist ein
Derivat von Cyclophosphamid, das spontan in 4-Hydroxycyclophosphamid hydrolysiert. Es
bendtigt somit keine metabolische Aktivierung und kann folglich fur in vitro Experimente
eingesetzt werden (Goldstein et al., 2008). Experimente im Mausmodell zeigten, dass
Cyclophosphamid selektiv die Anzahl zirkulierender Treg depletiert und dadurch die
Immunantwort erhdht (Ercolini et al., 2005; Lutsiak et al., 2005). So fuhrte in M&usen eine
Behandlung mit niedrigen Dosen Cyclophosphamid zu einer Aktivitatsdnderung antitumoraler
NK-Zellen und DCs, wodurch sich der Verlauf eines multiplem Myeloms abschwachte (Sharabi
& Haran-Ghera, 2011; Sharabi et al., 2010). Des Weiteren konnte Cyclophosphamid in Ratten
die Effizienz einer Tumorvakzinierung gegen Kolonkrebs verbessern, indem Treg depletiert
wurden (Ghiringhelli et al., 2004). In Phase Il Studien konnte das Uberleben von Patienten mit
Nierenkrebs durch Cyclophosphamid und der dadurch generierten Reduktion von Treg das
Uberleben der Patienten nach Immuntherapie verlangern (Walter et al., 2012). Auch in
Brustkrebspatienten konnten Treg selektiv durch Cyclophosphamid im peripheren Blut
depletiert werden, was einherging mit einer verstarkten Expansion von CD4- und CD8-
positiven Effektor T-Zellen (Ge et al., 2012). Es konnte gezeigt werden, das niedrige Dosen
an Cyclophosphamid mehr Zelltod in Treg im Vergleich zu CTL und Th auslést und dies auf
eine verminderte Reparatur von Cyclophosphamid-induzierten DNA-Schaden (ICLs)
zurickzufuhren ist (Heylmann et al., 2013). Weitere Verursacher von ICLs sind u.a. das
Chemotherapeutikum ACNU (Nimustin) oder das zytotoxische Antibiotikum Mitomycin C (Li,
Zhao, & Zhong, 2014; Weng et al., 2010).
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Abb. 1.6: Wirkungsweise von Cyclophosphamid bzw. Mafosfamid. Bildung der aktiven Form 4-
Hydroxycyclophosphamid Giber CYP P450 Enzyme oder durch spontane Hydrolyse. 4-Hydroxycyclophosphamid
zerfallt in den aktiven Metaboliten Phosphoramid-Mustard und Acrolein. Zwei Basen Guanin reagieren mit dem aus
dem Phosphoramid-Mustard entstehenden, hochreaktiven Aziridinium-Kation. Es bildet sich ein Interstrang
Crosslink in der DNA (Heylmann et al., 2013).
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1.5 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Strahlensensitivitdt unterschiedlicher humaner
Blutzellpopulationen der lymphoiden und myeloiden Reihe anhand von Zelltodmessungen
untersucht und verglichen werden. Dartber hinaus werden die IR-induzierten DNA-Schaden
(in Form von yH2AX) und deren Reparatur analysiert. DNA-Schaden in Immunzellen wurden
dabei auch in Blutproben von Patienten mit Fokus auf T-Zellen und Monozyten wahrend einer

Ganzkorperbestrahlung bestimmt und gegenibergestellt.

In diesem Zusammenhang wurde die Bluttropfenmethode (Blood Drop Method, kurz BDM)
etabliert. Diese setzte die Fragestellung voraus, ob es madglich ist, nach einem minimal-
invasiven Eingriff an der Fingerkuppe in nur einem Tropfen Blut DNA-Schaden in den darin

enthaltenen Immunzellen qualitativ als auch quantitativ auswerten zu kénnen.

Weiterhin soll untersucht werden, warum T-Zellen (PBLs bzw. auch in der Arbeit vereinfacht
als Lymphozyten bezeichnet) einen hoch strahlensensitiven Phanotyp zeigen und ob und
weshalb sie eine Strahlenprotektion erlangen, wenn diese iber den CD3 T-Zellrezeptor und
CD28 Ko-Rezeptor stimuliert werden, wie es der Situation einer Entziindung oder
Immuntherapie entspricht. Dabei soll auch der Einfluss spezifischer, pharmakologischer
Inhibitoren, u.a. von Faktoren der DDR, auf den strahleninduzierten Zelltod untersucht werden.
Zudem wurde die Sensitivitat unstimulierter vs. stimulierter Lymphozyten gegeniber dem
bakteriellen Toxin und Radiomimetikum CDT bestimmt. Dies beschreibt mégliche Folgen einer

systemischen, bakteriellen Infektion auf das Immunsystem des Wirts.

Weitere Untersuchungen mit dem Krebstherapie-relevanten Agens Temozolomid und dem
immunmodulierenden Antikrebsmittel Cyclophosphamid (bzw. dem aktiven Derivat
Mafosfamid) auf die Zelltodinduktion in unstimulierten als auch stimulierten Lymphozyten
sowie auf spezifische T-Zellpopulationen wie Treg, Th und CTL sollen mégliche Auswirkungen
einer Therapie auf das Immunsystem beschreiben. Insbesondere im Fall von
Cyclophosphamid soll dessen spezifische Toxizitdt auf die unterschiedlichen T-
Zellpopulationen untersucht werden und die Frage beantworten, weshalb hohe Dosen zu einer

Immunsuppression, niedrige jedoch zu einer Immunstimulation fuhren.
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Fragestellungen:

* Wie unterscheiden sich unterschiedliche humane Blutzellpopulationen in der
Zelltodinduktion nach IR?

* Gibt es Unterschiede in der DNA-Reparatur von IR-induzierten DSB (yH2AX)?

* Welche DNA-Schaden zeigen Monozyten und T-Zellen in Patienten, die einer
Ganzkérperbestrahlung ausgesetzt sind?

* Ist es moglich, DNA-Schaden in Blutzellen aus nur einem Tropfen Blut aus der
Fingerspitze zu quantifizieren und welche Mdéglichkeiten fir die Diagnostik ergeben
sich daraus?

* Zeigen CD3-/CD28-stimulierte T-Zellen bzw. Zytokin-aktivierte CD34+ Vorlauferzellen
unterschiedliche Strahlensensitivitaten als unstimulierte Zellen?

* Welche Signalwege werden in unstimulierten und stimulierten T-Zellen nach IR aktiviert
und wie kénnen diese durch pharmakologische Inhibitoren beeinflusst werden?

* Wie reagieren unstimulierte und stimulierte T-Zellen gegeniber CDT, Temozolomid
und Mafosfamid?

* Welche Implikationen haben die unterschiedlichen Sensitivitditen der
Blutzellpopulationen auf die Krebsmedikation bzw. welche Aussage kann man in

Bezug auf Kombinationstherapien treffen?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zellmaterial

PBMCs und - Buffy Coat: Leukozyten-reiches Plasma

Granulozyten (Blutbank, gesunde Spender, Universitatsmedizin Mainz)

- Vollblut von Leukamie-Patienten

(PD Dr. Thomas Kindler, Ill. Medizinische Klinik)
Bluttropfenmethode - Peripheres Blut aus der Fingerspitze

(Prof. Dr. Bernd Kaina)

- Schwanzvene/Herzpunktion C57BL/6
(Mause, 5 Wochen alt)

HCT 116 Zelllinie

Humanes kolorektales Karzinom
CCL-247, Labor PD Dr. Jorg Fahrer

21.2 Kits

CD3 MicroBeads, human

CD14 MicroBeads, human

CD56 MicroBeads, human

CD19 MicroBeads, human

CD34 MicroBead Kit UltraPure, human
CD4 MicroBeads, human

CD8 MicroBeads, human

CD4 CD25 Regulatory T Cell Isolation Kit,

human
NucleoSpin RNA I Kit

Verso cDNA Kit

Sensi Mix SYBR + Fluorescein Kit
CYTO-ID® Autophagy detection kit
Caspase-Glo® 3/7 Assay

Primer only geNorm 12 gene kit for use with

SYBR Green

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Machery-Nagel, Diren

ABgene, Hamburg

Bioline, Luckenwalde

Enzo Life Sciences, New York, USA
Promega, Madison, USA
Primerdesign, Chandler’s Ford, UK
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2.1.3 Antikorper
Durchflusszytometrie
anti-CD3-APC, mAK
anti-CD3-PE, mAK
anti-CD14-VioBlue, mAK
anti-CD56-PE, mAK
anti-CD19-PE, mAK
anti-CD34-PE, mAK
anti-CD4-VioBlue, mAK
anti-CD4-FITC, mAK
anti-CD8-APC, mAK
anti-CD25-PE, mAK
anti-Human CD95 eFluor®450, mAK
Mouse IgG1 Isotype Control eFluor®450
Immunhistochemie

anti-phospho S139 Histone yH2A.X, mAK aus
Kaninchen, 81299, ChIP Grade

anti-phospho S139 Histone yH2A.X, mAK aus
Maus, JBW301

anti-CD3, mAK aus Ratte, MCA 1477

anti-CD14, mAK aus Maus, 63319
anti-CD56, mAK aus Maus CA2693GA
anti-CD19, mAK aus Maus, MCA2454
anti-CD34, mAK aus Maus, 8536
anti-CD15, mAK aus Maus, 555400
anti-CD64, mAK aus Maus, 119843

anti-phospho S1981 ATM, mAK aus Kaninchen,

ab81292

anti-phospho S824 KAP1,pAK aus Kaninchen,
A300-767A-T

anti-53BP1, mAK aus Maus, MAB3802
anti-RPA, NA19C, Maus

anti-AlIF XP®, mAK aus Kaninchen

anti-PAR 10 H, mAK aus Maus

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Affymetrix eBioscience, San Diego

Affymetrix eBioscience, San Diego

Abcam, Cambridge UK

Merck Millipore, Darmstadt

AbD Serotec, Bio-Rad Minchen
Abcam, Cambridge UK

AbD Serotec, Bio-Rad Minchen
AbD Serotec, Bio-Rad Minchen
Abcam, Cambridge UK

BD Pharmingen

Abcam, Cambridge UK

Abcam, Cambridge UK

Bethyl laboratories, Montgomery,
USA

Merck Millipore, Darmstadt

Merck Millipore, Darmstadt

Cell Signaling, Massachusetts, USA
Labor Dr. Fahrer/Prof. Burkle

Konstanz
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F(ab’2)-Ziege anti-Maus IgG (H+L)
Zweitantikorper, Alexa Fluor®488 konjugiert,
A11017

F(ab’2)-Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L)
Zweitantikdrper, Alexa Fluor®488 konjugiert,
A11070

Ziege anti-Maus 1gG (H+L) Zweitantikérper, Cy3

konjugiert, 115 165 146

Ziege anti-Ratte IgG (H+L) Zweitantikérper, Cy3

konjugiert, 112 165 143

Western Blots

anti-Caspase-B, pAK aus Kaninchen @s, 19, 17 kpa)
anti-Caspase-7, pAK aus Kaninchen @s. 20 koa)
anti-Caspase-8, mAK aus Maus 7, 4, 18 koa)
anti-Caspase-Q, pAK aus Kaninchen 7,37, 35 kpa)
anti-Caspase-2, mAK aus Maus us, 14, 12koa)

anti-p53, mMAK aus Maus s «oa)

anti-phospho Ser15 p53, pAK aus Kaninchen s oa)

anti-phopsho Ser46 p53, pAK aus
Kaninchen (s kpa)

anti-HIPK2, pAK aus Kaninchen (oo koa)
anti-Gasdermin D, mAK aus Maus 3 «os)
anti-XRCC1, pAK aus Kaninchen @ooa)
anti-DNA Ligase Ill, mAK aus Maus (03 «oa)
anti-PARP-1, c-1I-10 mAK aus Maus (s, sokoa)
anti-ERK2 @2 0a)

konjugiert mit Infrarot-Farbstoff

IgG Kaninchen IRDye 800CW

IgG Maus IRDye 800CW

IgG Kaninchen IRDye 680

IgG Maus IRDye 680

Zellkultur T-Zell-Stimulation

Purified NA/LE anti-human CD3 aus Maus,
555329

Purified NA/LE anti-human CD28 aus Maus,
555725

Life Technologies, Carlsbad,

Kalifornien

Life Technologies, Carlsbad,

Kalifornien

Dianova, Hamburg

Jackson Immuno Research, Suffolk,
UK

Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Cell Signaling Technology, Frankfurt
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Labor Dr. T. Hofmann, Heidelberg
Abcam, Cambridge UK

Abcam, Cambridge UK

BD Pharmingen, Heidelberg

Labor Dr. Fahrer/Prof. Blrkle Konstanz

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

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

BD Pharmingen, Heidelberg

BD Pharmingen, Heidelberg
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2.1.4 Zellkulturmaterial
6/24/48/96-well-Zellkulturplatten
6-well, Zellkulturschalen
Accutase
Ampuwa® H,0
BD MicroFine Lanzetten, 0,3 mm
Cellstar ® Plastikpipetten 5, 10, 25 ml
Deckglaser
DMEM ohne Phenolrot
Einmalpipetten
FACS- Analyseréhrchen
Filterspitzen, SurPhob
Fotales Kalberserum (FCS)
Klebefolie, Microseal Sheet
Natrium-heparinisierte Mikrohamatokrit-
Kapillarrohrchen

Nitrozellulose-Membran
Objekttrager
Pasteurpipetten

PCR Platten (96-Well)
Petrischalen 6cm

Pipettenspitzen

Polypropylen-Reaktionsgefalte 15 ml/50 mli

Reaktionsgefale 0,5 ml/1,5 ml/2 ml
RPMI 1640 plus L-Glutamin

StemMACS HSC Expansion Media XF,
human, 130 100 473

StemMACS HSC-CFU Medium, human, 130

091 275
Whatman Filterpapier

X-Vivo 15
Zellkulturflaschen, Nunc EasYFlask 75cm?

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Corning, Kaiserslautern
Sigma-Aldrich, Minchen
Fresenius Kabi Deutschland GmbH
BD Biosciences, Heidelberg
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Roth, Karlsruhe

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt, Nurnbrecht

Biozym, Hessisch Oldendorf
Biochrome AG, Berlin

Bio-Rad, Miunchen

Marienfeld superior, Lauda
Konigshofen

GE Healthcare, Mlnchen
Diagonal, Munster

Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Minchen

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

Gibco Life Technologies, Karsruhe

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Roth, Karlsruhe
Lonza, Basel, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, Waltham
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2.1.5 Zytokine
GM-CSF
G-CSF
IL-3
IL-4
IL-6
SCF

StemMACS HSC Expansion Cocktail,

human, 130 100 843

2.1.6 Chemikalien
Aceton
Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammlésung
Rotiphorese® Gel 40 (37,5 : 1)
Agarose
Agarose low melting point (LMP)
Ammoniumpersulfat (APS)
Annexin V-FITC/APC
Bovines Serumalbumin (BSA)

Brilliant Blue G

CM-H,DCFDA Stammlésung 40 mM in DMSO

Dextransulfat-Natriumsalz
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsaure (CH3COOH)

Ethanol absolut (EtOH)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ficoll-Paque (Dichte 1,077 g/ml)
Goat Normal Serum (Ziegenserum)
H2O2

Hepes

Histopaque-1077

Ladepuffer (fir SDS Page) RotiLoad1
Methanol

Milchpulver

Bayer, Leverkusen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Sigma Alderich, Miinchen

Sigma Alderich, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Minchen
Invitrogen, Darmstadt

Sigma Alderich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Minchen

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid

Optiprep (1,32 g/ml)

Paraformaldehyd
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)
Polymorphprep (1,113 g/ml)

Ponceau S
Propidiumiodid (PI)

Proteinase Inhibitor Cocktail Complete, Mini
EDTA-frei
Proteinmarker Spectra BR

Proteinmarker Spectra HR
Tetramethylethylethylendiamin (TEMED)
TO-PRO-3
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Triton-X-100

Trypanblau

Tween-20

Vectashield Eindeckmedium mit/ohne DAPI

2.1.7 Zytostatika/Gentoxine
Cytolethal distending Toxin (CDT)
(Stammldsung 400 ng/ul)
CDTmutiert S.0.
(Stammldsung 400 ng/ul)
Mafosfamid
(Stammldésung 1 mg/ml)
Mitomycin C
(Stammldsung 1 mg/1ml)
Nimustin
(Stammldsung 8,8 mM)
Temozolomid (TMZ)
(Stammlésung 35 mM)

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

PROGEN
Heidelberg

Biotechnik

Merck, Darmstadt
Biochrom, Berlin

PROGEN
Heidelberg

Biotechnik

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Minchen

Roche, Mannheim

GmbH,

GmbH,

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Roth, Karlsruhe
Invitrogen, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
AppliChem, Darmstadt
Burlingame, USA

Nina Seiwert

ASTA Medica (Frankfurt, Germany),

Sigma-Aldrich St- Louis, Germany

Sigma-Aldrich St- Louis, Germany

Schering-Plough, USA

Bereitgestellt Labor Dr. Fahrer, aufgereinigt von
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2.1.8 Inhibitoren
Akt1-Inhibitor A-674563
(Stammlésung 10 mM)
ATM-Inhibitor KU-55933
(Stammldésung 10 mM)
ATM-Inhibitor KU-60019
(Stammldésung 3mM)
ATR-Inhibitor VE-822
(Stammldésung 10 mM)
Caspase-2 Inhibitor Z-VDVAD-
FMK (Stammldsung 2 mM)
Caspase-1/ICE Inhibitor Z-WEHD-
FMK
CHK1-Inhibitor UCN-01
(Stammldésung 1mM)
CHK2-Inhibitor Il
(Stammldésung 10 mM)

Cyclic Pifithrin-alpha
(Stammldésung 30 mM)
Dasatinib

(Stammlésung 10 mM)
DNA-PK-Inhibitor KU-0060648
(Stammldsung 0,9 mM)

Mirin

(Stammlésung 25 mM)
Necrostatin-1

(Stammldésung 50 mM)
Olaparib

(Stammldésung 1 mM)

Pan Caspase-Inhibitor Z-VAD-
FMK (20 mM Stamml&sung)
Survivin-Inhibitor 111, LLP3
(Stammldsung 18,69 mM)

2.1.9 Gerate
[137Cs]-Quelle Gammacell 2000

Absaugpumpe Vacusafe

Selleckchem, Miinchen

Selleckchem, Miinchen

Selleckchem, Miinchen

Selleckchem, Miinchen

R&D Systems, Inc, Minneapolis, USA

R&D Systems, Inc, Minneapolis, USA

Sigma-Aldrich St- Louis, Germany

Sigma-Aldrich St- Louis, Germany

Biomol, Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

Selleckchem, Miinchen

Selleckchem, Miinchen

Tocris Bioscience, Bristol, UK

Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Absource Diagnostic, Munchen

R&D Systems, Inc, Minneapolis, USA

Merck Millipore, Darmstadt

Molsgaard Medical, Danemark

IBS Integra Biosciences, Fernwald
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Autoklav VX-150

Blot-Kammer
Elektrophoreseapparaturen
Eppifuge, Centrifuge 5417R

FACS Canto Il, Durchflusszytometer
Feinwaage

Heizblock, Thermostat 5320
Infrarot-Scanner, Odyssey
Inkubationsschrank, Hera Cell 150
Laser Scanning Mikroskop, LSM 710
Lichtmikroskop TMS-F

LS und MS Saulen

MACS Multi Stand

Medisense Stechhilfe

Metafer Imaging System

Microplate Reader Sunrise RC
Midi/Mini MACS

Mikroskop mit Phasenkontrast Axiovert 35

Nanodrop-ND- 1000-Spektrophotometer

Neubauer- Zahlkammer

pH-Meter, Typ pH525

Photometer, Multiskan EX

Pipetboy 2

Pipetten (Pipetman)

Power Supply Model 200/2.0
Probenschuttler, Unimax 2010
Real-Time System, CFX96
Roéhrchen-Roller, MAC’s MIX Tube Rolator
Spannungsquelle Power Pac 200/300
Sterilbank, MSC-Advantage
Thermocycler, T Gradient

Tiefkuhler (-20°C)

Tiefkihler (-80°C)

Systec, Wetternberg

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

BD Biosciences, Heidelberg
Satorius, Goéttingen

Eppendorf, Hamburg

LI-COR Biosciences, Bad Homburg
Heraeus, Minchen

Carl Zeiss, Oberkochen

Nikon, Dusseldorf

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Abbott, Wiesbaden

Carl Zeiss, Oberkochen

Tecan Trading AG, Schweiz
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Carl Zeiss, Oberkochen

FA. NanoDrop Technologies, Wilmington,
DE, USA

Superior Marienfeld, Landau-Kdénigshofen
WTW, Weilheim

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Integra Biosciences, Landquart
Gilson, Middleton

Bio-Rad, Miinchen

Heidolph, Schwabach

Bio-Rad, Miinchen

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Bio-Rad, Miinchen

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Biometra, Gottingen

Liebherr, Ochsenhausen

Sanyo, Miinchen
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TriStar2 Multimode Reader LB 942

Berthold Technologies, Bad Wildbad

Ultraschallgerat, Sonifier Cell Disruptor Branson Ultraschall, Diezenbach

250

Vakuumpumpe, VACUSAFE
Vortex Genie 2

Wasserbad, JB Series

Zentrifuge Megafuge 1.0R

2.1.10 Puffer und Losungen
10 % APS:

10 % SDS:

10 x TBS (pH 7,6):

4 % Paraformaldehyd (PFA)

5 x Ldmmli-Stamml&sungspuffer

6 % Dextran

Agarose:

Annexin-Bindepuffer (pH 7,4):

Bradford-Reagenz:

CM-H.DCFDA (10/100 pM)
DTT-Stammldésung (1 M)

Elektrophorese-Puffer (alkalischer
Comet)

Integra, Biebertal
Bender & Hobein, Zurich
Grand Instruments Ltd., Cambridge, UK

Heraeus, Munchen

1 g Ammoniumpersulfat

ad 10 ml ddH,0.

aliquotieren, bei -20°C lagern

10 g SDS (sodium dodecy! sulfate)

ad 100 ml ddH,0O

24,2 g Tris

80 g NaCl

ad 1000 ml ddH,0O

4 g PFA in 10 ml PBS + 50 ml dH,O mit NaOH-
Platzchen I6sen

mit konz. HCI auf pH 7,4 einstellen

ad 100 ml ddH,0O

30 g (0,25M) Tris

144 g (1,92 M) Glycin

ad 1000 ml ddH,0O

0,3 g Dextran in 5 ml 0,85 %iger NaCl-Lésung

1,5 % (w/v) in

ddH,0, 37°C

10 mM HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)
ethansulfonsaure

140 mM NaCl

2,5 mM CacCl,

0,1 % BSA

50 mg (0,01 %) Brilliant blue G

50 ml Phosphorsaure 85 %

25 ml EtOH (99,9 %)

ad 500 ml ddH20.

anschlieRend filtrieren und mit Alufolie bedeckt bei
4°C lagern

50 pg in 8,65/856 ul DMSO

154,25 mg ad 1 ml ddH,0

300 mM NaOH
1 mM EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
pH =13
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Elektrophorese-Puffer (neutraler
Comet)

LMP (engl. low melting point)-
Agarose:
Losung B

Lysepuffer (alkalischer Comet)

Lysepuffer (Gesamtzellextrakte,
Western Blot)

Lysepuffer (neutraler Comet)

MACS Puffer:

NazVO,-Stammldsung (200 mM)
NaF-Stammlésung (500 mM)

Neutralisationspuffer (alkalischer
und neutraler Comet)

PBS (pH 7,4)

PMSF-Stammlésung (200 mM)

Ponceau S

Propidiumiodid-Losung

90 mM Tris

90 mM Borsaure

2 mM EDTA

pH 7,5

0,5 % (w/v) in

dH0, 37°C

0,85 % (w/v) NaCl

1 mM EDTA

20 mM HEPES

2,5 M NacCl

100 mM EDTA

10 mM Tris

1 % Na-Laurylsarcosinat
10 % DMSO

1 % Triton-X-100

pH 10

50 mM Tris, pH 7,5

250 mM NacCl

1 mM EDTA

0,1 % Triton-X-100

2.5 M NacCl

100 mM EDTA

10 mM Tris

1 % Na-Laurylsarcosinat
1 % Triton-X-100

10 % DMSO (Dimethylsulfoxid)
pH 7,5

PBS

0,5 % BSA

2 mM EDTA

pH 7,2 Miltenyi Protokolle
36,78 mg ad 1 ml ddH20

20,95 mg ad 1 ml ddH20

0,4 M Tris
pH 7,5

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

6,5 mM NagHPO4

1,5 mM KH,PO4

0,7 mM CaCl,

6 mM MgCl,

34,84 mg ad 1 ml Isopropanol

0,2 g (0,1 %) Ponceau S
200 ml 5 % Essigsaure
50 pg/ mlin ddH,0
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Puffer F (alkalischer Comet)

RIPA-Puffer

SDS-PAGE Laufpuffer

SDS-PAGE-Sammelgel (4 %)

SDS-PAGE-Trenngel
(10/12 %)

TBS-T
Transferpuffer (Western Blot)

2.1.11 Software
Accelrys Draw 4 .1
BestKeeper Version 1
CFX Manager
Endnote X6
FACSDiva Software 7.0
Flowing Software 2.5.1

40 mM HEPES

0,1 M KCI

0,5mM EDTA

0,2 mg/ ml BSA

pH 8,0

50 mM Tris pH8

150 mM NaCl

1 mM EDTA

1 % NP-40

0,5 % Desoxycholsaure
0,1 % SDS

0,1 % Natriumazid

100 mM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)
200 mM NazVO,

1 M DTT (Dithiothreitol)
1x Protease-Inhibitor
200 ml 5 x Lammli-Puffer
10 ml 10 % SDS

ad 100 ml ddH,O

4,4 ml ddH,0

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

0,76 ml Acrylamid/Bis-acrylamid (AA/BA) (40 %)
60 ul APS (10 %)

6 ul TEMED

(5,7 /5,1) ml ddH20

3 ml Tris-HCI (pH 8,8)
120 pl SDS (10 %)
(3,0/3,6) mL AA/BA (40 %)
60 ul APS (10 %)

6 yul TEMED

TBS mit 0,1 % Tween-20

100 ml 5 x LAmmli-Puffer

200 ml Methanol (insgesamt 20%)
10 ml 10 % SDS

Ad 1000 ml ddH,O

SP1 Accelrys, Inc., San Diego, USA
http://www.gene- quantification.de/bestkeeper.html
Bio-Rad, Minchen

Thomson Reuters, New York, USA

BD Biosciences, Heidelberg

www.flowingsoftware.com
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Graph Pad Prism 5/6 Graph Pad Software, La Jolla, USA
ImageJ https://imagej.nih.gov/ij/
Komet 4.20.2 Kinetic Imaging, Liverpool, UK
Microsoft Office 365 https://www.microsoftstore.com/store/msde/de_DE/home
Odyssey 3.0 LI-COR Biosciences,
Bad Homburg
Zen 2011 Carl Zeiss, Oberkochen

2.2 Methoden

2.2.1 Isolation peripherer Blutzellen aus Buffy Coat

PBMCs: Als Buffy Coat bezeichnet man den leukozytenreichen Anteil, der nach der
Aufarbeitung einer Vollblutspende abgetrennt wir, um reines Plasma und
Erythrozytenkonzentrate fur die Transfusionsmedizin zu erhalten. Die Buffy Coats stammten
von gesunden Spendern aus der zentralen Blutbank der Universitdtsmedizin Mainz. Um die
weilten Blutzellen, die sog. Lymphozyten (PBMCs, peripheral blood mononuclear cells) mittels
Dichtezentrifugation zu isolieren, wurde in einem 50 ml Greiner-Réhrchen 35 ml Buffy Coat
mit 15 ml Ficoll bzw. Histopaque (ein Saccharose-Epichlorhydrin-Copolymer mit einer Dichte
von 1,077 g/ml) unterschichtet. Im Anschluss wurde bei 2500 rpm fur 35 min bei Rt
(Raumtemperatur) ohne Bremse zentrifugiert. Aufgrund der unterschiedlichen Dichten der
Blutzellen bildeten sich vier Schichten: Die obere Schicht bestehend aus dem Blutplasma, als
Interphase ein weiller Ring bestehend aus PBMCs (hauptsachlich Monozyten und T-Zellen,
weniger B- und NK-Zellen, wenige Granulozyten), darunter Ficoll bzw. Histopaque und eine
Schicht am Boden bestehend aus Erythrozyten und Granulozyten. Die obere Schicht des
Plasmas wurde mit einer Pipette abgenommen und die darin enthaltenen Proteine (mitunter
das Komplementsystem) bei 56 °C fir 30 min inaktiviert. Nach zwei Zentrifugationsschritten
von 4000 rpm, 5 min bei Rt wurde das gewonnene autologe Serum in ein 50 ml Greiner-
Roéhrchen Uberfuhrt und fur die Zellkultur bei Rt aufbewahrt. Die PBMCs wurden mit einer 1 ml
Pipette abgenommen und mit MACS Puffer gewaschen. Dabei wurden die Zellen 10 min 1x
bei 1500 rpm, 1 x bei 1200 rpm und 2 x bei 900 rpm zentrifugiert und der Uberstand nach

jedem Waschschritt abgenommen, um die enthaltenen Thrombozyten zu entfernen.

10 pl der Suspension (Zellen aufgenommen in PBS oder X-VIVO 15) aus PBMCs bzw.
isolierten Blutzellen wurde mit 10 pl Trypanblau vermischt und die Zellzahl pro ml in einer
Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Dabei wurden die gesunden Zellen (Trypanblau negativ)

nach Zahlen von Y Quadranten wie folgt berechnet:
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Zellzahl (pro ml) = ((Anzahl der gezahlten Zellen / Y) x 10 000) x 2
Die Zellen wurden entsprechend mit Medium verdinnt und ausgesat.

Granulozyten: Granulozyten missen wegen ihrer hohen Dichte mit der sog. Optiprep-Lésung
(Dichte 1,32 g/ml) isoliert werden. 9 ml Buffy Coat wurden mit 6 % Dextran Losung in einem
15 ml Greiner-Réhrchen gemischt und das Gemisch 60 min bei Rt stehen gelassen. Es bildete
sich ein klarer Uberstand ohne Erythrozyten, das leukozytenreiche Plasma (LRP). Dieses
wurde in einem neuen 15 ml Greiner-Réhrchen auf zwei Phasen Uberschichtet. Die unterste
Phase 1 (4 ml) ist eine Mischung aus 17 Volumenanteilen (Vol) Optiprep und 43 Vol der
Lésung B. Phase 1 hatte eine Dichte von 1,095 g/ml. Auf Phase 1 wurde Phase 2 (4 ml)
Uberschichtet. Diese ist ein Gemisch aus 5 Vol Optiprep und 17 Vol Lésung B. Phase 2 hatte
eine Dichte von 1,077 g/ml. Als oberste Schicht wurden 5 ml des LRP vorsichtig zugegeben.
Das Greiner-Réhrchen wurde 30 min bei 1900 rpm ohne Bremse und bei Rt zentrifugiert. Es
bildeten sich zwei Leukozytenringe. Der obere Ring enthielt PBMCs, der untere Ring die
Granulozyten. Die Suspension wurde bis zum 2. Ring abgesaugt bzw. das Serum und die
PBMCs fir weitere Versuche abgenommen. Der 2. Ring wurde in einem frischen 15 ml
Greiner-Réhrchen gesammelt und mit MACS-Puffer aufgefiillt. Es wurde 1 x mit 1500 rpm, 1
x mit 1200 rpm und 1 x mit 900 rpm bei Rt zentrifugiert und der Uberstand nach jedem
Waschschritt abgenommen und das Tube wieder mit MACS-Puffer gefiillt. Die Zellen setzten
sich in 75 cm? Nuncs Flaschen mit 1,5 % hitzeinaktiviertem Serum + RPMI1640 fiir 30 min im
Inkubator auf den Flaschenboden ab. Danach wurden die nicht adharenten Lymphozyten
durch vorsichtiges Schwenken der Flasche abgesaugt und durch 2 x Waschen mit PBS
entfernt. Die adharenten Granulozyten I6sten sich nach 1 bis 2 h in 10 % hitzeinaktiviertem
Serum/RPMI ab.

2.2.2 Isolation peripherer Blutzellen (PBMCs und Granulozyten) aus Vollblut
Um PBMCs bzw. Granulozyten aus Vollblut (Patientenproben Kindler) zu isolieren, wurde die
Lésung Polymorphprep verwendet. 5 ml Polymorphprep wurden mit 5 ml EDTA Vollblut in
einem 15 ml Greiner-Réhrchen Uberschichtet. Die Probe wurde 30 min bei 1500 rpm bei Rt
und ohne Bremse zentrifugiert. Im Rdhrchen bildeten sich zwei weile Ringe, der obere
bestehend aus PBMCs, der untere aus Granulozyten. Die weitere Aufarbeitung ist in Kapitel
2.2.1 beschrieben.

2.2.3 Aufreinigung von PBLs und Monozyten uber Adharenzschritte
Pro Well wurden 15 x 10° der in 2.2.1 aufgereingten PBMCs in 6 Well-Platten von Corning in

RPMI mit 1,5 % autologem Serum ausgesat und 30 min im Inkubator gelagert. Die
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Suspensionszellen waren Lymphozyten (hauptsachlich T-Zellen), die adharenten Zellen
Monozyten. In einem zweiten Adharenzschritt wurden die Suspensionszellen in eine 75 cm?
Nunc Flasche uberfuhrt (pro Flasche 1 — 2 Wells der Corning-Platte) und fir 1 h im Inkubator
gelagert. Die Suspensionszellen waren aufgereinigte Lymphozyten, in dieser Arbeit auch PBLs
(periphere Blutlymphozyten) genannt. Die auf den Corning-Platten adhéarierten Monozyten
wurden 3 x mit je 2 ml warmen PBS pro Well gewaschen. Pro Well wurde 2 - 3 ml RPMI (10
% autologes Serum) zugegeben, wodurch sich die Monozyten nach 1 — 2 h im Inkubator von

der Schale I6sten und geerntet werden konnten.

2.2.4 Ausdifferenzierung von Monozyten zu Makrophagen und Dendritischen
Zellen
Makrophagen: 700 000 Monozyten in 1 ml Medium wurden pro Well in einer 24 Wellplatte
durch Zugabe von 800 U/ml GM-CSF (1 ul der Stammldésung von 0,8 x 10° U/ml pro 1 ml X-
VIVO15) zu Makrophagen ausdifferenziert (alternativ: 1,5 Mio/ml in 3 ml X-VIVO15 + 3 ul GM-
CSF pro Well einer 6 Wellplatte). Nach 6 Tagen wurden die abgerundeten Suspensionszellen
im Uberstand mit 1 — 2 x Waschen mit 37°C warmen PBS entfernt. Die adh&renten Zellen
waren Makrophagen. Diese wurden mit Accutase-Ldsung fir 15 min bei 37° C abgeldst und

geerntet oder fur eine Behandlung mit 1 bzw. 3 ml frischem X-VIVO15 versetzt.

Dendritische Zellen: Die auf der Corning-Platte adharenten Monozyten bzw. 2 x 10°
abgeldste Monozyten in 3 ml X-VIVO15 (ausgesét pro Well einer 6 Wellplatte) wurden pro ml
Medium mit 1 ul GM-CSF (Stammlésung 0,8 x 10° IU/ml) und 1 ul IL-4 (Stammlésung 0,5 x
10° IU/ml) versetzt und 3 Tage bei 37 °C im Inkubator gelagert. An Tag 3 wurden 900 pl altes
Medium entfernt und mit 1 ml frischem X-VIVO15 Medium versetzt, das 1 pl IL-4 Stammldsung
und 2 yl GM-CSF Stammldsung beinhaltete. Nach weiteren 3 Tagen (Tag 6) wurden 900 pl
altes Medium entfernt und wiederum 1 ml frisches X-VIVO15 Medium mit 1 uml IL-4
Stammldsung und 2 yl GM-CSF Stammlésung zugegeben. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C

fur weitere 2 Tage. An Tag 8 befanden sich die ausdifferenzierten Dendritischen Zellen

(immature DCs) im Uberstand und konnten mittels Pipette abgenommen werden.

2.2.5 Aufreinigung von Zellen aus PBMCs mit magnetischen Beads und
Phanotypisierung am Durchflusszytometer

Es wurden spezielle MicroBead Kits der Firma Miltenyi benutzt, um aus PBMCs spezifische

Populationen aufzureinigen. Das Prinzip besteht darin, Blutzellen mit magnetischen Beads-

gekoppelten Antikdrpern gegen typische CD Marker 15 bis 30 min zu markieren. Danach

wurden die Zellen mit MACS-Puffer versetzt und 10 min bei 1200 rpm zentrifugiert bzw.
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gewaschen. Im Anschluss wurden die Zellen in MACS-Puffer aufgenommen und Uber eine
Saule gegeben, die in einer magnetischen Halterung fixiert war. Je nach Menge der zu
aufreinigenden Zellen wurden dabei LS- (maximal 2 x 10° Zellen, 10® markierte Zellen) oder
MS (maximal 2 x 10® Zellen, 10" markierte Zellen) -Saulen verwendet. Die mit Bead-
gekoppelten Antikérpern markierten Zellen blieben im magnetischen Feld an der Saule haften.
Nach mehreren Waschschritten mit MACS-Puffer wurde die S&ule aus der Halterung
genommen und die darin enthaltenen Zellen mit MACS-Puffer ausgespdilt und fir weitere
Experimente ausgesat. Die Schritte der Aufreinigungen sind im Detail in den Protokollen der
Kits der Firma Miltenyi (Kapitel 2.1.2) beschrieben und variieren leicht von Zelltyp zu Zelltyp.
Speziell fur regulatorische T-Zellen (CD4+CD25+) wurden zuerst alle nicht CD4-positiven
Zelltypen mit Biotin-konjugierter AK markiert und Uber Bead-gekoppelter AK gegen Biotin
entfernt. In einem zweiten Schritt wurden aus der CD4-positiven Fraktion mittels Bead-

gekoppelter AK gegen CD25 regulatorische T-Zellen isoliert.

In der Durchflusszytometrie, nach der Firma Becton Dickinson auch ,Fluorescence-Activated
Cell Sorting“ (FACS) genannt, passieren einzelne Zellen, die in Suspension in einem dinnen
Probenstrahl fokussiert sind, einen Laserstrahl-beleuchteten Messbereich. Dort entsteht ein
Streulicht und je nach Markierung/Beladung der Zelle mit Fluoreszenz-gekoppelten AK kommt
es zur Lichtemission, wobei verschiedene Eigenschaften/Phanotypen der Zelle detektiert
werden kénnen. Ein Detektor ermittelt iber das Vorwartstreulicht, auch forward scatter (FSC)
genannt, die ZellgréRe. Das sog. Seitwartsstreulicht, den sideward scatter (SSC), beschreibt
das Streulicht und gibt die Granularitat der Zellen an. Ist die Zelle mit Fluorochromgekoppelten-
AK markiert, so kdnnen diese Uber den Laser angeregt werden und das Emissionslicht Uber

bestimmte Kanéle und Detektoren aufgefangen werden.

0,5 bis 2,5 x 10° Zellen pro 100 pl PBS wurden mit je 1 - 2,5 pl Fluorochrom-gekoppelter
Antikérper flr 20 min bei Rt und im Dunkeln gegen CD56 (PE), CD3 (APC/PE), CD19 (PE),
CD14 (VioBlue), CD34 (PE), CD4 (FITC, VioBlue), CD25 (PE), CD8 (APC) bzw. gegen den
CD95/FasR (eFluor4d50®) inkubiert (im Anhang Abb. 6.1-3, 6.5, 6.10). Danach wurden die
Zellen mit PBS gewaschen, 7 min bei 1000 rpm zentrifugiert und das Pellet in 250 - 450 pl
PBS aufgenommen und in ein FACS-R&hrchen gegeben. Die Farbungen in Kombination mit
unterschiedlichen Fluorochromen waren z.T. ohne Kompensation méglich (PE + APC, PE +
APC + VioBlue) bzw. musste bei Kombinationen von PE + FITC am Durchflusszytometer
kompensiert werden. Eine Kompensation ist dann notwendig, wenn ein Farbstoff
Fluoreszenzsignale emittiert, die auch im Kanal des anderen Fluoreszenzfarbstoffes Signale
verursachen. Kompensationseinstellungen erfolgten lber die FACSDiva-Software nach
zusatzlichen Einzelmessungen der Fluoreszenzsignale, sodass z.B. auch PE + FITC

Kombinationen gemessen werden konnten. Zellen, die positiv fur ein Fluorchrom sind,
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verschieben sich in sog. Dot Blots oder Histogrammen entlang der Achse des entsprechenden

Kanals/Signals.

Im Folgenden wird die Effizienz bzw. Ausbeute der Aufreinigung beschrieben, d.h. wieviel

einer spezifischen Zellpopulation aus PBMCs isoliert werden kénnen. Dies schwankte von
Probe zu Probe. Pro Beutel Buffy Coat konnten per Ficoll-Dichtezentrifugation zwischen 4 x
10%und 1 x 10° PBMCs isoliert werden. Beispiele einer Bead-Isolation mit den entsprechenden

Zellausbeuten aus PBMCs sind im Folgenden dargestellt:

Ausbeute nach Bead-Isolation (CD+) Zelityp

aus 200 x 10° PBMCs

80 x 10° CD3+ T-Zellen
31x10° CD4+ Th

30 x 10° CD14+ Monozyten

25 x 10° CD8+ CTL

16 x 10° CD56+ NK-Zellen
3,5x10° CD19+ B-Zellen

1,3 x 10° CD4+ CD25+ Treg
0,21 x 10° CD34+ Vorlauferzellen

Hierbei ist zu beachten, dass vor allem CD34+ Vorlauferzellen, Treg, sowie B-Zellen in sehr

geringer Anzahl in den aus Buffy Coat isolierten PBMCs vorhanden sind.

2.2.6 Ubersicht der verwendeten Blutzelltypen

Fir das bessere Verstandnis der nachfolgenden Ergebnisse und Diskussion werden hier

nochmals alle verwendeten Blutzelltypen dargestellt und benannt:
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Zelltyp
Periphere
Mononukleére

Blutzellen

Periphere Blut
Lymphozyten

Granulozyten

Monozyten

Makrophagen

Dendritische

Zellen

T-Zellen

T-Helferzellen

Zytotoxische

T-Zellen

Regulatorische
T-Zellen

Natiirliche
Killerzellen

B-Zellen

Vorlauferzellen

Aufreinigung/Markierung

weilter Ring nach Ficoll-

Dichtezentrifugation

nach Absetzen von Monozyten aus
PBMCs im Uberstand

nach Optiprep/Polymorphprep-
Dichtezentrifugation; CD15 oder
CD64 markiert (LSM)

nach Adharenz von PBMCs; CD14+
Bead-Isolation aus PBMCs
Ausdifferenzierung aus Monozyten
mit GM-CSF

Ausdifferenzierung aus Monozyten
mit GM-CSF und IL-4

CD3+ Bead-Isolation aus PBMCs,
CD3 markiert (LSM)

CD4+ Bead-Isolation aus PBMCs,
CD3 und CD4 markiert
(Durchflusszytometer)

CD8+ Bead-Isolation aus PBMCs,
CD3 und CD8 markiert
(Durchflusszytometer)

CD25+ Bead-Isolation aus PBMCs
nach Depletion CD4-negativer
Zellen

CD56+ Bead-Isolation aus PBMCs;
CD56 markiert (LSM)

CD19+ Bead-Isolation aus PBMCs;
CD19 markiert (LSM)

CD34+ Bead-Isolation aus PBMCs

Zusammensetzung/Abkiirzung

PBMCs: T-Lymphozyten,

Monozyten, wenig Granulozyten,

wenig B- und NK-Zellen, sehr
wenig CD34+ Vorlauferzellen
PBLs: > 70 % T-Lymphozyten
in dieser Arbeit auch vereinfacht
als Lymphozyten beschrieben

hauptsachlich neutrophile

Granulozyten

Mo

Mph

DCs (immature DCs)

T-Zelle (PBLs)

Th

CTL

Treg

NK

CD34+ Vorlauferzellen
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2.2.7 Kultivieren der Zellen

Je nach Versuch und Zelltyp wurden 0,2 - 1 x 10° Zellen pro ml X-VIVO15 ausgesét und bei
37 °C und 5 % CO; im Inkubator kultiviert. Die Kultivierung erfolgte meist in 24 oder 6
Wellplatten. Aufgrund der geringen Ausbeute an CD34+ wurden 0,5 - 1 x 10° Vorlauferzellen
in 0,2 - 0,5 ml X-VIVO15 ausgesat.

Suspensionszellen wurden von der Platte abpipettiert bzw. mit PBS vom Well gewaschen.
Adhéarente Zellen (Mo, Mph) wurden mit Accutase-Ldsung fir 15 min bei 37 °C inkubiert und
im Anschluss mit PBS von der Platte gewaschen. Durch Zentrifugation- und Waschschritten
(mit PBS oder Medium) wurde die Accutase-Lésung entfernt und die Zellen in frischem

Medium ausgesat.

2.2.8 Stimulation von PBLs bzw. T-Zellen

Ein Well einer 24-Wellplatte wurde mit 4 ul anti-CD3 (AK gegen CD3) in 200 pl 0,1 M NaHCO;
Lésung (pH 8,2, steril filtriert) fir 1 - 2 h im Inkubator beschichtet (gecoatet). Die L6sung wurde
vorsichtig abgesaugt und mit 1 ml PBS gewaschen. Danach wurde je Well 0,5 - 1 x 10° PBLs
in 1 ml X-VIVO15 + 10 % autologem Serum und 2 pl anti-CD28 (AK gegen CD28) ausgesat.
Unstimulierte Zellen wurden jeweils ohne CD3/CD28 Antikérper fir 2 Tage kultiviert. Nach 2
Tagen im Inkubator wurden die Zellen geerntet, mit PBS gewaschen und in X-VIVO15 fur

Experimente ausgesat (unstim vs. stim Lymphozyten/PBLs).

2.2.9 Stimulation CD34+ Vorlauferzellen und CFU-Assay

Stimulation: 5 000 - 10 000 aufgereinigte CD34+ Vorlauferzellen wurden in Stem MACS HSC
Expansion Medium XF, in welchem der Stem MACS HSC Expansion Cocktail (FIt-3 Ligand,
SCF, TPO) 1:100 verdinnt wurde, in 48 Well Platten ausgesat und fiir 6 Tage bei 37 °C im
Inkubator kultiviert. Die Zellen wurden danach fir die Bestrahlung geerntet und fur AnnexinV-
Bestimmungen neu ausgesét. Unstimulierte CD34+ Zellen mussten direkt am Tag der Isolation

bestrahlt werden, da sie ohne Expansionscocktail keine 6 Tage in Kultur Gberleben.

CFU-Assay: HSC-CFU Basic Methylzellulose Medium wurde mit IL-3, IL-6, G-CSF, GM-CSF
(Endkonz. 20 ng/ml) und SCF (Endkonz. 50 ng/ml) versetzt, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.
Das fertige Medium wurde einen Tag vor Benutzung U.N. im Kihlschrank aufgetaut, danach
gut geschuttelt und 10 min stehen gelassen, um Luftblasen entweichen zu lassen. 10 000
aufgereinigt CD34+ Vorlauferzellen wurden in 0,3 ml IMDM + 2 % FCS aufgenommen und mit
3 ml des fertigen HSC-Mediums in ein 15 ml Greiner-Réhrchen gegeben. Nach kurzem
Vortexen wurde es 10 min bei Rt stehen gelassen und je 1,1 ml in 3,5 cm Kulturschalen

ausgesat. Je zwei Schalen wurde in eine 10 cm Schale gelagert, eine weitere 3,5 cm mit
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ddH,0O und offenen Deckel dazugestellt und die 10 cm Schale mit geschlossenem Deckel 14
- 16 Tage bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die Kolonien wurden am inversen Mikroskop mit
Phasenkontrast Axiovert 35 (Carl Zeiss) aufgenommen, die Kolonien anhand des beiliegenden
Miltenyi Protokolls zu StemMACS HSC-CFU Media und mithilfe des Technischen Services

von Miltenyi bestimmt. Die Kolonien sind in Abb.1.1 dargestellt.

2.2.10 Exposition der Zellen mit ionisierender Strahlung

Die Zellen wurden in 15 oder 50 ml Greiner-Réhrchen (0,2 - 1 x 10° Zellen pro ml Medium) in
einem Gammacell Irradiator 2000 (Casium-Quelle) bestrahlt und danach direkt flr
Experimente ausgesat bzw. fir Kinetikstudien im Inkubator bis zum jeweiligen Zeitpunkt

gelagert. Die Bestrahlungszeiten mit der aquivalenten Dosis sind unten dargestellt:

Dosis in Gy Bestrahlungszeit in sek
0,125 2

0,25 5

0,5 10

1 21

2 43

5 105

2.2.11 Behandlung der Zellen mit Inhibitoren und gentoxischen Agenzien

Die Behandlung der Zellen erfolgte durch Zugabe des Stoffes mit einer bestimmten
Stammlésungskonzentration direkt in das Medium, um die erwiinschte Endkonzentration zu
erhalten. Bei Mengen unterhalb 0,5 pl wurde eine Verdinnung des Stoffes in PBS bzw.
Medium angesetzt. Inhibitoren wurden jeweils 1 h vor Behandlung des Genotoxins bzw.

Bestrahlung mit IR dem Medium zugegeben.

2.2.12 Mausexperimente fur die BDM

5 Wochen alte C57 BL/6 Mause wurden intraperitoneal mit 200 mg/kg Temozolomid (geldst in
DMSO), die Kontrollmaus mit DMSO behandelt. Das Blut wurde Uber eine Herzpunktion
entnommen. Im Falle der ex-vivo Bestrahlung wurde das Blut aus der Schwanzvene in

Glaskapilarréhrchen tberfihrt, diese in Greiner-Rohrchen gestellt und im Gammacell Irradiator
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bestrahlt. Die Experimente wurden nach den Vorschriften und Richtlinien des Ethik-Komitees
von Rheinland-Pfalz durchgeflhrt und die experimentellen Protokolle von dem institutionellen

Ausschuss genehmigt.

2.2.13 Messung des Zelltodes am Durchflusszytometer mit AnnexinV/PI

Die Zellen (0,1 - 2 x 10°) wurden geerntet und in 15 ml Greiner-Réhrchen 10 min bei 1200 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Pellet in 25 pl 1 x AnnexinV-Bindepuffer
resuspendiert. 1,25 pl AnnexinV-FITC oder -APC wurde hinzugegeben, vorsichtig
resuspendiert, die Zellen in FACS-Rohrchen Gberfihrt und 20 min bei Rt im Dunkeln inkubiert.
Danach wurden 220 pl PBS + 5 pl PI (Stammlésung 50 pg/ml) hinzugegeben und die Zellen
auf Eis gestellt. Direkt im Anschluss erfolgte die Messung am Durchflusszytometer
(FACSDiva-Software und Auswertung Uber Flowing Software 2). Das Gating erfolgte nach
Abb. 6.8. (im Anhang). Fluorochrom-gekoppeltes AnnexinV kann an Phosphatidylreste binden,
die wahrend der frihen Apoptose an die Aulienseite der Zellmembran wandern. Pl kann durch
geschadigte Zellmembranen in das Innere der Zelle gelangen und dort in die DNA
interkalieren. Mittels Pl kdnnen spat apoptotische Zellen und nekrotische Zellen detektiert
werden, sowie die Zellzyklusphase bestimmt werden. Man unterscheidet die unterschiedlichen
Zelltodphasen wie folgt: Pl-negative/AnnexinV-negative Zellen sind lebendig, PI-
negative/AnnexinV-positive Zellen frih apoptotisch und Pl-positive/AnnexinV-positive Zellen

nekrotisch bzw. spat apoptotisch.

Die AnnexinV-Farbung kann auch in Kombination mit einer CD-Markierung von Blutzellen
erfolgen, wobei hier mdgliche Kompensationsschritte der Fluorochrome beachtet werden
mussen. Hier erfolgte nach dem Ernten der Zellen zuerst die CD-Markierung in PBS (20 min
bei Rt) und nach einem weiteren Waschschritt mit PBS die AnnexinV-Farbung in AnnexinV-
Bindepuffer. Aufgrund des breiten Emissionsspektrums von PI, welches auch in andere Kanéle
detektiert werden kann, wurde in einigen Versuchen auf eine zusatzliche PI-Farbung
verzichtet. Vorausgegangene Analysen zeigten nach Exposition mit IR kaum eine Induktion

der Nekrose und somit keine Notwendigkeit einer zusatzlichen PI-Farbung.

Berechnung des induzierten Zelltodes: Die meisten hier gezeigten Ergebnisse zeigen den

durch ein Agens oder Bestrahlung induzierten Zelltod. Dieser berechnet sich aus dem Wert
der Agenzien- oder IR-behandelten Probe minus dem (basalen) Wert der unbehandelten
Probe. Im Falle einer Vorbehandlung mit einem Inhibitor wurde der Wert der Inhibitor-
Behandlung von dem Wert der Inhibitor + Gentox-Behandlung subtrahiert. So kann jeweils der

Effekt des Inhibitors auf die Gentox-Behandlung dargestellt werden.
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Signifikanzen wurden mit Graph Pad Prism berechnet und wurden je nach Versuch zwischen
einzelnen Populationen oder im Vergleich unstimulierte vs. stimulierte Population dargestellt.
In den AnnexinV/PI-Graphen werden die Signifikanzen bzgl. der Apoptose Uber
Verbindungslinien dargestellt bzw. geben Sterne Uber den schwarzen Balken signifikante

Unterschiede in der Apoptose, Sterne Uber weilRe Balken Signifikanzen in der Nekrose wieder.

2.2.14 Bestimmung der SubG1-Fraktion am Durchflusszytometer

Pl kann durch eine zerstorte Zellmembran in die Zelle eindringen und dort in die DNA
interkalieren. Das ermdglicht die Bestimmung unterschiedlicher Zellzyklusphasen, da das PI-
Signal proportional zum DNA-Gehalt ist (G0/G1-Phase, einfaches Signal aufgrund eines
vollstandigen Chromosomensatzes; S-Phase, Signal verdoppelt sich aufgrund der Replikation
der DNA; G2-Phase, doppelter Chromosomensatz). Dabei kann auch die sog. SubG1-Fraktion
ermittelt werden. Diese beschreibt die durch apoptotische Prozesse fragmentierte DNA der

Zellen, die sich unterhalb des G1-Signales befindet.

Das Zellpellet wurde unter Vortexen mit 2 ml eiskalten 80 %igem Ethanol versetzt und fur 1 h
bis maximal 2 Wochen bei-20 °C gelagert. Nach dieser Fixierung der Zellen bzw. Aufschlieen
der Zellmembran wurden die Zellen 10 min bei 1200 rpm und 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde mit 333 yl PBS resuspendiert und 1 pl RNAse
(Stammlésung 10 mg/ml) zugegeben. Diese baut RNA ab, sodass Pl nicht mehr daran binden
kann und nur DNA anfarbt. Nach 1 h bei Rt wurden 164 pl Pl (Stammlésung 50 pg/ml)
zugegeben, kurz gevortexted und die Proben im Dunkeln auf Eis bis zur Messung am
Durchflusszytometer gelagert. Das Pl Signal wurde in einem Histogramm dargestellt und die

SubG1-Fraktion mittels FACSDiva-Software oder Flowing-Software2 ausgewertet.

2.2.15 Messung von intrazellularem ROS am Durchflusszytometer

Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) wurden mit dem Farbstoff CM-H,DCFDA (Invitrogen)
gemessen. Das Chlormethylderivat diffundiert passiv in die Zellen. Dort werden seine
Acetatgruppen durch intrazellulare Esterasen gespalten. Die Thiol-reaktive Chlormethylgruppe
reagiert mit intrazellularem Glutathion und weiteren Thiolen. Durch anschlielend oxidierende
Agenzien in der Zelle entsteht ein fluoreszierendes Addukt, was auch fur langere Zeit in der
Zelle nachweisbar bleibt (nach Thermo Scientific). Die Fluoreszenz kann im FITC-Kanal am
Durchflusszytometer gemessen werden. Alle folgenden Schritte fanden im Dunkeln statt. Die
in einem 15 ml Greiner-Réhrchen befindlichen Zellen wurden mit 5 yl CM-H,DCFDA (Endkonz.
6,25 uM) pro ml X-VIVO15 fir 30 bzw. 70 min im Inkubator kultiviert. Dabei wurden sie mit

dem Farbstoff ,beladen“ und 1 min nach einer Exposition mit 1 Gy auf Eis gestellt. Die Zellen
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wurden 2 x mit kalten PBS gewaschen, das Pellet in kaltem PBS aufgenommen, in ein FACS-
Roéhrchen Uberfihrt und am Durchflusszytometer der relative ROS-Level gemessen (Mittlere
Fluoreszenz (Mean) im Histogramm). Bei der Berechnung der Induktion an ROS wurde dem
Mean der Behandlung der Mean der unbehandelten Probe subtrahiert. Als Kontrolle wurden
CM-H,DCFDA ungefarbte Proben mitgemessen, um beim Gating eine modgliche

Autofluoreszenz berucksichtigen zu kénnen.

2.2.16 Messung der Autophagie am Durchflusszytometer

Autophagie wurde mittels CYTO-ID® Autophagie Detektions Kit (ENZO Life Sciences)
gemessen. CYTO-ID® farbt akkumulierende, autophagische Vakuolen. Die bestrahlten Zellen
wurden 18 h vor Ernte mit 10 uM Chloroquin behandelt. Chloroquin bewirkt eine Akkumulation
autophagischer Vakuolen, indem es die Verschmelzung mit den Lysosomen verhindert. Somit
kann der Prozess der Autophagie effizienter angefarbt werden. Nach der Ernte wurden die
Zellen nach Angaben des Herstellers in einem 15 ml Greiner-Réhrchen in Phenolrot-freiem
Medium mit 4 % FCS im Inkubator fir 30 min inkubiert. Nach Zugabe einiger Milliliter PBS
wurden die Zellen 5 min bei 1400 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt
und das Pellet nochmals mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden in PBS aufgenommen und
in ein FACS-Ro8hrchen uberfuhrt. Messung des CYTO-ID® erfolgte am Durchflusszytometer.
Als Kontrolle wurden jeweils CYTO-ID® ungefarbte Proben, um beim Gating eine mdgliche

Autofluoreszenz berucksichtigen zu kénnen.

2.2.17 Messung der Seneszenz am Durchflusszytometer

Seneszente Zellen zeigen eine erhdhte Aktivitat der beta-Galaktosidase. Fluoreszein Di-B-D-
Galaktopyranosidase (FDG) ist ein sehr sensitives Substrat des Enzyms. Das nicht-
fluoreszierende FDG wird durch die beta-Galaktosidase schrittweise hydrolysiert, wobei
fluoreszierendes FDG entsteht, dessen Signal am Durchflusszytometer gemessen werden
kann. Die Zellen wurden 24 h nach IR geerntet und das Pellet in 2 ml X-VIVO15 aufgenommen.
Nach Zugabe von 33 ul der 2 mM FDG-L6sung wurden die Zellen 1 h im Dunkeln im Inkubator
gelagert. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet 2 x mit PBS
gewaschen. Das Zellpellet wurde in 350 pl PBS resuspendiert und in ein FACS-Rd8hrchen fir

die anschlieRende Analyse am Durchflusszytometer Uberflhrt.

2.2.18 Vorbehandlung der Deckglaser fur die Immunfarbung
20 x 20 mm Deckglaser wurden fur 20 min in Diethylether gelagert. AnschlieRend wurden sie

mit 100 % Ethanol gewaschen, danach in 70 % Ethanol und im Anschluss in ddH,O. Die
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Deckglaser werden in 1 N HCI fur 20 min unter leichtem Schatteln inkubiert, danach mit ddH,O

gewaschen und in 70 % Ethanol gelagert.

2.2.19 Probenauftragung fur die yH2AX-Immunfarbung

Die Methoden der yH2AX-Farbung kénnen im Detail in der Publikation Heylmann and Kaina
(2016) nachgelesen werden. Die Probenauftragung auf das Deckglas erfolgte entweder durch
Auftropfen von 1 - 3 pl einer Suspension von PBMCs oder Granulozyten (in PBS) oder tber
das Ausstreichen von peripherem Blut aus der Fingerspitze oder Buffy Coat auf einen
herkdmmlichen Objekttrager. Fir den Ausstrich wurde das Blut auf den Objekttrager getropft,
entweder mit einer Pipette oder durch Tupfen mit den fir die Bluttropfenmethode verwendeten
heparinisierten Glaskapillarréhrchen. Ein weiterer Objekttrager wurde mit der schmalen Seite
auf den Tropfen Blut gedriickt und in einem Zuge tUber den Trager ausgestrichen. Nach kurzem
Eintrocknen des Blutes bzw. kurz nach Eintrocknen der Zellsuspension in PBS wurden die
Zellen fur die Immunfarbung fixiert. Der Blutausstrich wurde zuvor noch mit einem Fettstift auf

einen kleineren Bereich eingegrenzt, um die Menge an Antikorperldsungen zu minimieren.

2.2.20 Immunfarbung von yH2AX als Marker fiir DNA-Doppelstrangbriiche

- Immunfarbung fiir die Auswertung am Metafer

Die Fixierung und das Waschen der Blutausstriche erfolgten in Glasklvetten;
PBMCs/Granulozyten wurden auf Deckglaser je in einem Well einer 6 Wellplatte fixiert und
gewaschen. Fur das Metafer wurden die Zellen 10 min bei Rt in 4 % igem Paraformaldehyd
fixiert. Nach 1 x Waschen mit PBS wurden die Zellen fir weitere 10 min bei -20 °C in eiskaltem
Methanol inkubiert. Nach 2 x Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 10 % Ziegen Serum +
0,1 % Triton in PBS geblockt. Blutausstriche wurden dafur in spezielle Objekttragerhalter
gelegt. Dann wurden die Zellen mit dem 1. AK yH2AX (1:1000 in 1 % BSA, 0,1 % Triton in
PBSverdinnt) U.N. im Kidhlschrank oder 1:100 1 h bei Rt tberschichtet. Die Zellen dirfen in
dieser Zeit nicht austrocknen. Danach wurden die Zellen 3 x 5 min mit PBS auf einem Schiittler
gewaschen (Blutausstriche in Glaskivetten, PBMCs/Granulozyten in 6 Wellplatten). Danach
wurden die Zellen mit dem 2. AK AlexaFluor488 (1:300 in 1 % BSA, 0, 1% Triton in PBS) fiir
1 h bei Rt Uberschichtet. Dabei wird der 1. AK mit dem 2. AK markiert, wobei das Fluorochrom
AlexaFluor488 des 2. AK spater am Mikroskop detektiert werden kann. Nach erneutem 3 x
Waschen fir 5 min mit PBS wurden die Zellen mit Vectashield + DAPI eingedeckt (die auf
Deckglaser befindlichen PBMCs/Granulozyten auf Mikroskop-Objekttrager; die auf Mikroskop-
Objekttragern befindlichen Blutausstriche mit Deckglésern) und die Deckglaser mit Nagellack

luftdicht verschlossen.
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- Immunfarbung fiir die Auswertung am LSM (konfokales Mikroskop)

Die LSM-Methode ermdéglicht es, zusatzlich zur yH2AX-Farbung auch spezifische Zelltypen
Uber Markierung ihrer Oberflachenrezeptoren (CD) anzufarben. Die Methode fir das LSM
unterscheidet sich von der Metafer-Methode in den Fixierungsschritten, der verwendeten AK-
Kombinationen und der Kernfarbung. Die Zellen wurden 6 min bei -20 °C mit einem
Methanol:Aceton Gemisch (7:3) permeabilisiert. Nach 1 x Waschen mit PBS wurden die Zellen
fur 10 min bei Rt mit 2,5 % Paraformaldehyd inkubiert. Nach 2 x Waschen mit PBS wurden die
Zellen mit 10 % Ziegen Serum in PBS geblockt. Dann wurden die Zellen mit einer Lésung des
1. AK gegen yH2AX (1:1000 in 1 % BSA in PBS) und zusatzlich einem weiteren 1. AK (andere
Spezies als 1. AK gegen yH2AX) gegen ein spezielles CD (1:200 im selben Reaktionsansatz)
U.N. im Kdhlschrank Gberschichtet. Alternativ ist es moglich, die 1. AK in einer Verdunnung
von 1:100 anzusetzen und die Inkubationszeit auf 1 h bei Rt zu verkirzen. Nach 3 x Waschen
mit PBS wurden die Zellen mit einer Lésung der 2. AK AlexaFluor488 (1:300 in 1 % BSA in
PBS) und Cy3 (1:500 in 1 % BSA in PBS) fir 1 h bei Rt inkubiert. Nach 3 x Waschen mit PBS
wurden die Zellen fir 15 min mit TO-PRO-3 1:100 in PBS inkubiert, um den Zellkern

anzufarben. Nach kurzem Waschen mit PBS wurden die Proben mit Vectashield eingedeckt.

Anstelle fir yH2AX konnten auch Antikérper gegen pATM, pKAP-1, 53BP1 und RPA

verwendet werden.

2.2.21 Imaging und Auswertung der Immunfarbungen

Das Metafer Slide Scanning der DAPI und AlexaFluor488 Signale wurde mit dem Axio Imager
M1 (Carl Zeiss) mit der Metafer4 Software (Metasystems) durchgefiuhrt (Integration Time
0,0833 sek). Dabei werden automatisch Aufnahmen einzelner Zellen abgespeichert. Die Foci

wurden mit einem Makro im Programm ImagedJ gezahlt.

Die Laser Scanning Microscopy (LSM) wurde mit dem LSM710 (Carl Zeiss) und der ZEN
Software durchgefiihrt. Dabei wurden die Signale fir TO-PRO-3, AlexaFluor488 und Cy3 in
den jeweiligen Kanalen abgescannt. Die Foci wurden entweder per Auge gezahlt oder die
Mittlere Intensitat des AlexaFluor488 Signals (z.B. yH2AX) innerhalb des Kerns mit ImageJ
gemessen. Durch Aufnahme und Uberlagern (Mergen) verschiedener Querschnitte konnten

die Zellen in 3D dargestellt werden (sog. Z-Stacks).

2.2.22 AIF- und PAR-Farbung fur die Auswertung am LSM
Far die AlIF-Farbung wurden die Zellen 15 min bei 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert. Die
Lésungen (10 % Ziegenserum und AK) enthielten zusatzlich 0,2 % Triton. Der 1. AK AIF
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(D39D2)XP wurde 1:400 verdiinnt und U.N. bei 4 °C inkubiert. 2. AK war AlexaFluor488. Alle
sonstigen Schritte sind in 2.2.20 (LSM) beschrieben.

Fir die PAR-Farbung wurden die Zellen in Methanol flr 7 min bei - 20 °C fixiert. Geblockt
wurde mit 5 % Milchpulver + 0,1 % Tween-20 in PBS fiir 1 h. Der 1. AK 10 H aus Maus gegen
PAR wurde 1:300 in 5 % Milchpulver + 0,1 % Tween-20 verdinnt und U.N. bei 4 °C auf die
Zellen gegeben. Als 2. AK dienten auch hier AlexaFluor488-gekoppelte Antikdrper. Alle
sonstigen Schritte sind in 2.2.20 (LSM) beschrieben.

2.2.23 Neutrale Einzelzellgelelektrophorese (Neutraler Comet Assay)

Mit dem neutralen Comet-Assay werden DSB gemessen (Ostling, Johanson 1984). Dabei
werden die DSBs auf Einzelzellebene detektiert. Die Zellen bzw. Zellkerne werden dafir in
Agarose gebettet und einer Elektrophorese unterzogen. Liegt die DNA aufgrund von DSB
fragmentiert vor, so wandert sie im elektrischen Feld und bildet Schweife &hnlich einem
Kometen. Dabei steht die Lange des Schweifes im Verhaltnis zur Menge an DSBs. Die
Objekttrager wurden mit 1,5 % Agarose beschichtet. 10 ul der Zellen, die zuvor bestrahlt und
auf Eis gestellt wurden, wurden in 120 pl LMP (low melting point)-Agarose aufgenommen. Die
Zellsuspension wurde auf die beschichteten Objekttrager gegeben und mit einem Deckglas
eingedeckt. Nach einer Lagerung von 5 Minuten bei 4°C wurden diese entfernt. Der
vorgekuhlte, neutrale Lysepuffer wurde mit 1 % Triton-X-100 und 10 % DMSO versetzt.
AnschlieBend wurden die Praparate fir eine 1 h bei 4°C in neutralem Lysepuffer inkubiert.
Dann folgte eine Elektrophorese flir 22 min bei 25 V in 4°C kaltem Elektrophoresepuffer. Die
Proben wurden in ddH,O gewaschen und 5 Minuten in 98 %igem Ethanol fixiert. Danach
wurden die Proben fur 2 h bei Rt getrocknet. Im Anschluss wurden die Objekttrager mit 50 pl
Pl gefarbt und unter dem Fluoreszenzmikroskop Olymp mit einer CCD-Kamera analysiert. Je
Probe wurden 50 Zellen ausgezahlt. Es wurde die relative Kometenlange (OTM, eng. Olive
Tail Moment) und die Intensitdt des Schweifes (Tail Intensity) gemessen. OTM ist als das
Produkt der prozentualen DNA-Menge im Kometenschweif und der Distanz zwischen den
Zentren von Kometen-Kopf und Kometen-Schwanz definiert. Die Schweifintensitat gibt direkt
das Signal des Schweifes an und somit die Menge an fragmentierter DNA, die im elektrischen
Feld gewandert ist. Als Analysesoftware wurde Kinetic Imaging Komet 4.0.2 (BFI Optilas,

Puchheim) verwendet.

2.2.24 Alkalische Einzelzellgelelektrophorese (Alkalischer Comet Assay)
Beim alkalischen Comet Assay erfolgte die Lyse im alkalischen Puffer, der die

Wasserstoffbriicken der DNA auflést, sodass die DNA einzelstréangig vorliegt und somit auch
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SSB detektiert werden kénnen. Die Proben wurden 50 min im alkalischen Lysepuffer lysiert.
Im Anschluss wurde die DNA 20 min in alkalischem Elektrophoresepuffer denaturiert. Danach
erfolgte die Elektrophorese fur 15 min bei 23 V (300 mA). Die Praparate wurden 3 x 5 min in

Neutralisationspuffer gewaschen, in 98 % Ethanol fixiert und getrocknet.

2.2.25 Herstellung von Gesamtzellextrakten fur Proteinanalysen

Die Zellen wurden geerntet und in 15 ml Greiner-Réhrchen Uberflhrt. Nach Zentrifugation bei
1500 rpm fiir 5 min bei 4 °C wurde der Uberstand abgesaugt, das Pellet in 1,5 ml PBS
aufgenommen und in ein 1,5 ml Eppi Uberfiuhrt. Nach erneutem Zentrifugieren mit 4000 rpm
fiir 5 min bei 4 °C wurde der Uberstand erneut abgesaugt und das Pellet in fliissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -20 °C gelagert.

Das Pellet wurde in entsprechenden Volumina von 50 - 200 ul Lysepuffer G + 1fach Protease-
Inhibitor (Roche, Mannheim) resuspendiert und fir 30 min auf Eis gestellt. Danach wurde die
Probe bei 14 000 rpm und 4 °C fir 25 min zentrifugiert. Die Protein-Uberstande wurden in

frische Eppis Uberfuhrt und bei -20 °C gelagert.

Alternativ wurde die Zellen in einem Gemisch aus RIPA Puffer (835 ul), PMSF (10 ul aus 100
mM Stammldsung), NazVO, (10 yl 200 mM Stammlésung), 7fach Protease-Inhibitor (142,9 pl,
Roche, Mannheim) und DTT (2 pl aus 2 M Stammlésung) auf Eis resuspendiert. Anschliel3end
erfolgte eine Sonifizierung (Ultraschall, 3 x 10 Pulseinheiten), um die DNA und Zellmembran
aufzuschliefRen. Danach wurde die Probe bei 14 000 rpm und 4 °C fur 25 min zentrifugiert, die

Uberstande in ein frisches Eppi tberflhrt und bei -20 °C gelagert.

2.2.26 Bestimmung der Proteinmenge mit der Bradford-Methode

Fur die photometrische, quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration wurde die
Bradfordmethode benutzt. Das Prinzip ist die Komplex-Bildung des Farbstoffes Comassie-
Brilliant-Blau mit den Proteinseitenketten in saurer Losung. Dabei verschiebt sich das
Absorptionsspektrum von 470 auf 595 nm. Die Absorption kann bei 595 nm (ber ein

Photometer gemessen werden und steht im Verhaltnis zur Proteinkonzentration.

1 pl der Gesamtzellextrakte wurde je in ein Well einer 96-Wellplatte gegeben und mit 200 pl
der Bradfordldsung versetzt. Gleichzeitig wurde eine BSA-Eichgerade erstellt (0 - 8 yg BSA +
200 pl Bradfordldsung pro Well), um die gemessene Proteinkonzentration der Extrakte
errechnen zu konnen. Die Absorption am Photometer wurde 10 min nach Zugabe der

Bradfordlésung gemessen.
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2.2.27 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die durch SDS negativ-geladenen Proteine wurden gelelektrophoretisch nach ihrem
Molekulargewicht aufgetrennt. Dies erfolgte mit 10 bzw. 12 % Polyacrylamidgele. Zuerst wurde
das Gemisch fur das Trenngel zwischen die Glasplatten der Gelkammer gegossen und zum
Glatten der Oberflache mit Isopropanol tiberschichtet. Nach der Polymerisationszeit wurde das
Isopropanol abgekippt und das Sammelgelgemisch ber das Trenngel gegossen. Darin wurde
sofort ein 1,5 mm breiter Kamm flr die Sammeltaschen eingebracht. Nach der Polymerisation
wurde der Kamm entfernt, das Gel in die Gelkammer eingespannt und mit SDS-PAGE

Laufpuffer aufgefillt und die Taschen mit diesem ausgesplilt.

Je Tasche wurde die gleiche Menge an Protein aufgetragen (je nach Experiment 30 - 70 ug
Protein je Tasche). Dabei wurde ein Gemisch von 4 x Ladepuffer mit der errechneten
Proteinmenge der Extrakte hergestellt, aufgefiillt mit ddH,O auf 30 - 40 ul. Dieses wurde vor
Auftragung auf das Gel fir 5 min bei 95 °C bzw. 56 °C im Heizblock erhitzt, um die Proteine

zu denaturieren. Zusatzlich wurde ein gefarbter Proteinmarker in eine Tasche geladen.

Die Elektrophorese fand bei 60 V (25 mA) im Sammelgel, nach Erreichen der Lauffront am
Trenngel bei 120 V (40 mA) statt.

2.2.28 Western Blot Transfer und Ponceau S-Farbung

Die im Gel befindlichen, negativ-geladenen Proteine wurden auf eine Nitrozellulose-Membran
mittels Nassblotverfahren Ubertragen. Dies geschah elektrisch in einer mit Transferpuffer
geflllten Tank-Blot-Apparatur. Dabei wurde das Gel auf die Nitrozellulose-Membran gelegt
und in einer Halterung mit 1 - 2 Stick Filterpapier (Whatman Paper) und Schwammen
beidseitig eingeklemmt. Die Halterung wurde so in die Apparatur gebaut, dass das Gel auf die
Kathoden- und die Membran auf Anodenseite gerichtet war. Der Proteintransfer fand bei 300

mA flr 1 h statt. Die Tank-Blot-Apparatur stand dabei auf Eis.

Der Protein-Transfer wurde durch Farben der Nitrozellulosemembran mit Ponceau S Uberpruft

und die Farbung anschlieBend mit TBS-T abgewaschen.

2.2.29 Analyse von Proteinen am Odyssey®-Infrared-Imaging-System

Um unspezifische Antikdrperbindungen zu vermeiden, wurde die Membran 1 h mit 5 %
Milchlésung in TBS-T oder 5 % BSA in TBS-T geblockt. Danach erfolgte die Inkubation mit
dem 1. AK in der entsprechenden Blockierungsldsung U.N. bei 4 °C. Die Membran wurde 3 x
10 min mit TBS-T gewaschen. Im Anschluss wurde die Membran mit einem Infrarot-Farbstoff
gekoppelten 2. AK (1:10 000 in TBS-T) im Dunkeln fiir 1 - 2 h bei Rt inkubiert. Nach 3 x 10 min

Waschen mit TBS-T wurde die Membran getrocknet und die Proteine bzw. Infrarotsignale am
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Odyssey®-Infrared-Imaging-System gescannt. Mithilfe des Systems war es mdglich, bis zu
zwei Antikorper (je aus Maus und Kaninchen) gleichzeitig auf einer Membran zu detektieren

(rote und griine Darstellung in den Kanalen 700 bzw. 800 nm).

2.2.30 Caspase-3/7 Aktivitats-Assay

Der Caspase-3/7 Aktivitats-Assay erfolgte nach dem Protokoll der Firma Promega Caspase-
Glo® 3/7 Assay. Dabei spalten die aktiven Caspasen-3 und -7 ein luminogenes Substrat,
wobei ein Substrat fir die Luciferase (Aminoluciferin) entsteht, das Uber die Luciferase-
Reaktion umgesetzt wird. Das dabei emittierte Licht wird gemessen und ist ein Mal} der
Caspaseaktivitat. 10 000 Zellen/50 ul Medium, behandelt oder unbehandelt, wurden in eine
weilte 96 Wellplatte (mit verkleinerten Wells) in Duplikaten pipettiert und fiir 6 bzw. 24 h im
Inkubator kultiviert. Nach den Zeitpunkten wurde je Well 40 ul des Caspase 3/7 Reaktionsmix
zugegeben, auf einen Schittler gestellt und nach 1 h das Lumineszenzsignal am TriStar 2
Multimode Reader LB942 (Berthold Technologies) gemessen. Fur den Leerwert (Blank)
wurden Wells gemessen, die nur das Medium beinhalteten. Dieser wurde von den

gemessenen Werten subtrahiert.

2.2.31 RNA-Isolation fur Real-Time RT-PCR

Die Isolation der Gesamt-RNA wurde mit dem NucleoSpin-RNA |l Kit (Machery Nagel, Diren)
nach Protokoll des Herstellers durchgefuihrt. Die RNA wurde in 40 pl RNase freiem ddH20
eluiert. Die Konzentrationsbestimmung der RNA erfolgte spektrometrisch mit dem
NanoDrop®-ND-1000 (Fa. NanoDrop Technologies, Wilmington) bei einer Wellenlange von
260 und 280 nm gegen H,O (Ampuwa®, Fresenius) als Referenz. Eine OD,g;von 1 entspricht
dabei einer Konzentration von 50 pg/ml RNA. Das Verhaltnis OD,g,/OD3go informiert tber die
Reinheit der RNA-LOsung und sollte bei RNA = 2,0 betragen.

2.2.32 Synthese von cDNA mittels Reverser Transkriptase

Um die Genexpression auf mRNA-Ebene zu untersuchen, wurde die mRNA mit Random
Hexamer Primern in cDNA umgeschrieben. Die Synthese erfolgte tUber das Verso cDNA Kit
(AbGene, Hamburg). 1 ug RNA wurde auf 11 pl mit H,O (Ampuwa®, Fresenius) verdiinnt. Der
Ansatz wurde im Thermocycler 5 min auf 70 °C erhitzt und anschlieRend auf Eis gelagert. Es

wurden 9 pl Reverse Transkriptase (RT) Mix zugegeben:
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5 x cDNA Synthese Puffer 4 pl
dNTP Mix 2 ul
Random Hexamer 1l
RT Enhancer 1l
Verso Enzym Mix 1l
oul

Die Proben wurden im Cycler fir 60 min bei 42 °C und danach 2 min bei 95 °C erhitzt. Im
Anschluss wurden die Proben mit Zugabe von H,O (Ampuwa®, Fresenius) auf ein

Endvolumen von 50 pl verdiinnt und bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung weggefroren.

2.2.33 Semiquantitative Real-Time RT-PCR

Mithilfe der semiquantitativen Real-Time RT-PCR kann die Expression verschiedener Gene
ermittelt werden. Dabei wird der Cyaninfarbstoff SYBR Green verwendet. Dieses bindet an
doppelstrangige DNA, wobei ein DNA-Fluoreszenzfarbstoff resultiert, der detektiert werden
kann. Je mehr doppelstrangige DNA aufgrund der in der PCR-Reaktion auftretenden
Amplifikationszyklen vorliegt, umso starker ist die Intensitat des Fluoreszenzsignals. Umso
héher das Signal, desto héher war die Expression des spezifischen Genabschnitts in den
Zellen.

Fir die PCR wurde je Gen/Primerpaar ein Mastermix pipettiert:

2fach SYBR Green 10 pl
Primerpaar (up/down) 1 ul (0,5 pl/0,5 pl)
H,O (Ampuwa®) 5,4 pl
MgCl, 1,6 pl

18 pl

Die Primer wurden zuvor (je nach Hersteller) 1:5 bzw. 1:10 mit H,O (Ampuwa®) verdunnt.

Pro Well einer 96 Wellplatte wurde 2 ul cDNA zugegeben. Dazu wurde 18 pl des Primer-
Mastermix zugegeben (20 pyl Endvolumen). Gemessen wurde in technischen Duplikaten. Als
Kontrollen dienten die sog. Non-Template-Control, die anstelle von 2 pl cDNA H,O (Ampuwa®)

enthielt und eine Non-ReverseTranskriptase-Control. Hier wurde 2 pl eines cDNA-Mix



Material und Methoden 66

zugegeben, die bei der Generierung der cDNA keinen Verso-Enzym-Mix (somit keine Reverse
Transkriptase), stattdessen H,O (Ampuwa®) enthielt. Als Referenzgene wurden ERCCS6,
UBE4A und ENOX2 verwendet (Primerdesign), die durch vorherige Analysen und der
Software Best Keeper®© als geeignet bestimmt wurden. Die Platte wurde mit einer speziellen
lichtdurchlassigen Folie (Bio-Rad, Minchen) versiegelt und 1 min bei 1000 rpm anzentrifugiert.
Die PCR fand im C1000 Thermal Cycler CFX96 (Bio-Rad) mit folgendem Programm statt:

Temperatur Zeit

95 °C 10 min

95 °C Denaturierung 15 sek

56 °C Primerhybridisierung 15 sek 44x
72 °C Elongation 20 sek

Erstellen der Schmelzkurve:

95 °C 1 min
55 °C 1 min
55°C-95°Cin 0,5 °C Schritten 10 sek

Bei der Messung werden sog. CT- (Cycle Threshold) Werte bestimmt, die den Anfang des
exponentiellen Wachstums des Signals beschreiben. Je kleiner die CT-Werte, umso mehr
mRNA lag vor bzw. umso hdher war die Genexpression der jeweiligen Sequenz. Zur
Verifizierung der Amplifikation wurde gegen Ende des Programms eine Schmelzkurve erstellt.

Wurden dabei unspezifische Produkte detektiert, erfolgte der Ausschluss aus der Analyse.

Die Genexpressionsanalyse wurde uber die Bio-RAD CFX-Manager Software 3.1
ausgewertet. Unstimulierte PBLs wurden dabei auf 1 normiert und die relative, normalisierte

Expression der stimulierten PBLs im Vergleich dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Induktion des Zelltodes von peripheren humanen Blutzellen nach
verschiedenen Dosen ionisierender Strahlung

Periphere Blutzellen wurden aus dem Buffy Coat gesunder Spender mit unterschiedlichen
Methoden isoliert bzw. ausgereift (siehe Kapitel 2.2.1 - 2.2.5; im Anhang Abb. 6.1). Die Zellen
wurden mit geringen (0,125, 0,25 und 0,5 Gy) und hohen Dosen (1 und 2 Gy) y-Strahlung
behandelt. 24 h spater wurde der induzierte Zelltod mittels AnnexinV gemessen (Abb. 3.1; im
Anhang Abb. 6.2 und 6.3 fur das Gating).

Strahlensensitivitat

--¥-- Th CD3+CD4+
70 -«4-- CTLCD3+CD8+

- PBLs

- NKCD56+
hohe
- BCD19+

- CD34+ Vorlaufer expand.

- CD34+ Vorlaufer

- Mo :Imittlere

-- Mph
niedrige
- DCs

Induzierter Zelltod (%)

Abb. 3.1: Induzierter Zelltod (AnnexinV) von peripheren, humanen Blutzellen 24 h nach ionisierender
Strahlung. Zellen der lymphoiden Reihe sowie CD34+ Vorlauferzellen zeigen die hdchste und myeloide Zellen wie
Monozyten eine mittlere Strahlensensitivitat. Makrophagen und Dendritische Zellen, die auch aus der myeloiden
Reihe stammen und in vitro aus Monozyten ausgereift wurden, zeigen keine Strahlensensitivitat. Mittelwert, SD,
n = 3. Two-Way ANOVA (Tukey), *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001; 0,125 Gy: *CTL - DC; 0,25 Gy: ***CTL/Th -
DC/Mph; 0,5 Gy: ***Th/CTL - Mph/DC, **Th - Mo, **B/PBL - Mph/DC, **NK - Mph, *CTL - Mo, *NK - DC;
1 Gy: *Th/CTL/PBL/B/NK/CD34expand. - Mph/DC, ***Th/CTL - Mo, **PBL - Mo, *B/NK - Mo;
2 Gy: **Th/CTL/PBL/B/NK/CD34expand. - Mph/DC, ***Th/CTL/PBL - Mo, **NK - Mo, **Th - CD34, *CTL - CD34,
*B - Mo.

Vergleicht man die strahleninduzierten Zelltodwerte, so sind Zellen der lymphoiden Reihe wie
PBLs, T-Helferzellen (Th), zytotoxische T-Zellen (CTL), natirliche Killerzellen (NK) und B-
Zellen sowie CD34+ Vorlauferzellen sehr strahlensensitiv im Vergleich zu den myeloiden
Zellen wie Monozyten und den daraus differenzierten, sehr strahlenresistenten Makrophagen
(Mph) und Dendritischen Zellen (DCs). Diese Einstufung der Sensitivitaten gegeniber IR

zeichnet sich schon nach sehr geringen Dosen von 0,125 und 0,25 Gy ab, wobei je nach



Ergebnisse 68

lymphoider Population bzw. CD34+ Vorlauferzelle ~ 10 — 30 % Zelltod induziert werden. Es ist
hervorzuheben, dass die lymphoiden Zellen schon nach einem sehr frihen Zeitpunkt von 24
h in die Apoptose gehen. Bei den in der Krebstherapie relevanten Dosen von 1 und 2 Gy
sterben zwischen 30 bis 50 % der lymphoiden Zellen und CD34+ Vorlauferzellen innerhalb
eines Tages. Bei 2 Gy induzieren Monozyten ca. 10 % Zelltod, Mph und DCs zeigen auch bei

dieser hohen Dosis keine Strahlensensitivitat.

CD34+ Vorlauferzellen, die direkt nach Isolierung bestrahlt wurden, zeigen bei 1 und 2 Gy
einen Abfall an induzierten AnnexinV-positiven Zellen im Vergleich zu bestrahlten, aber zuvor
fur 6 Tage in speziellen Stammzellexpansionsmedium kultivierten CD34+ Vorlauferzellen
(CD34+ Vorlaufer expand.). Dies liegt insbesondere an der massiven Fragmentierung der
Zellen innerhalb des Reaktionsgefalies; ein weiteres Anzeichen der Apoptose (Abb. 3.2; im
Anhang Abb. 6.4). Die (unbestrahlte) Kontrolle wurde auf 1 gesetzt. Bei der Fragmentierung
der Zellen wurde die Population im SSC/FSC nach links verschoben und der Wert sinkt unter
1. Da Th und CTL innerhalb der PBLs gegated wurden, wurde hier der Verlust des CD4 bzw.
CD8 Markers gemessen. Wie in Abb. 3.2 dargestellt, entziehen sich durch erhéhte
Fragmentierung vor allem CD34+ Vorlauferzellen der Eigenschaft, mit AnnexinV angefarbt
werden zu kénnen. Dies fihrt nach den Dosen von 1 und 2 Gy zu der in Abb. 3.1 beobachteten

Plateaubildung.
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Abb. 3.2: Relative Anzahl nicht-fragmentierter Zellen zur unbestrahlten Probe (= 1) nach IR innerhalb des
SSC/FSC-Blots bzw. Verlust des CD8+ und CD4+ Markers. Die Fragmentierung der Zellen innerhalb des
ReaktionsgefalRes kann als weiteres Anzeichen der Apoptose gedeutet werden und geht einher mit ihrer
Strahlensensitivitat. Insbesondere die hochsensitiven, nicht expandierten CD34+ Vorlauferzellen bilden dabei nach
Bestrahlung deutlich mehr Zelltrimmer als expandierte CD34+ Vorlduferzellen. Mittelwert, SD, n = 3.
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Die aus der myeloiden Reihe hervorgehenden Granulozyten wurden aufgrund ihrer hohen
basalen Positivitat fir AnnexinV (~ 80 %) nicht in Abb. 3.1 aufgefuhrt. Trotz der hohen basalen
AnnexinV-Werte, aufgrund der sehr kurzen Lebensspanne von Granulozyten im peripheren
Blut und unter Kultivierungsbedingungen, konnte nach IR-Exposition kein weiterer
Zelltodanstieg festgestellt werden (Abb. 3.3). Somit kdnnen sie als strahlenresistent, aber auch
aufgrund ihrer Kurzlebigkeit von 1 - 5 Tagen im peripheren Blut als schwierig zu kultivieren
beschrieben werden. So zeigten Trypanfarbungen nach 6, 18 und 24 h basal einen Anstieg
toter, Trypanblau-positiver Granulozyten (5 %, 20 %, 30 %), der nicht durch eine IR-Exposition
von 0,25 - 4 Gy beeinflusst wurde (Haak, Masterarbeit 2016).
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Abb. 3.3: SSC/FSC und AnnexinV-Farbung aufgereinigter Granulozyten aus unterschiedlichen Buffy-Coats
(G1 - G3) 24 h unbehandelt (links) bzw. nach Bestrahlung mit 2 Gy (rechts). Die im peripheren Blut sehr
kurzlebigen Granulozyten zeigen schon nach nur 24 h Kultivierung basal eine sehr hohe Anzahl apoptotischer
Zellen. Nach Exposition mit IR wird kein weiterer Zelltod induziert.
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3.2 Strahlensensitivitat von regulatorischen T-Zellen, T-Helferzellen und
zytotoxischen T-Zellen

Treg, Th und CTL wurden aus der Gesamtlymphozytenfraktion (PBMCs nach Ficoll)

mithilfe magnetischer Beads aufgereinigt (im Anhang Abb. 6.5) und bestrahlt. Nach 48

bzw. 72 h wurde der induzierte Zelltod Uber SubG1- bzw. AnnexinV-Farbung

gemessen.
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Abb. 3.4: Zelltodinduktion von Treg, Th und CTL nach verschiedenen Dosen IR. A: Strahleninduzierte SubG1
Fraktion nach 72 h als Zeichen der DNA Fragmentierung wahrend der Apoptose in PBLs, Treg, Th, CTL. Treg
zeigen tendenziell, aber nicht signifikant, eine geringere DNA Fragmentierung nach IR im Vergleich zu Th und
CTLs. Mittelwert, SEM. Die spontanen Werte (ohne Bestrahlung) lagen zwischen 13 — 32 %. B: Strahleninduzierter
Zelltod (AnnexinV) in Treg, Th und CTL nach 72 h. Treg zeigen bei 0,5 Gy signifikant weniger Zelltod als Th. Die
Werte der CTL zeigen eine erhdhte interexperimentelle Varianz. Die basalen Werte (ohne Bestrahlung) lagen bei
Treg (12 %), Th (28%) und CTL (46%). t-Test, *p < 0,05; ns, nicht signifikant, Mittelwert, SD, n = 3 - 6. Die
Experimente wurden zusammen mit Dr. Martina Bauer durchgefihrt.
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Vergleicht man die strahleninduzierte DNA-Fragmentierung (SubG1) in Abb. 3.4 A zwischen
den unterschiedlichen Zelltypen, so sind Bead-isolierte Treg (15 — 17 % SubG1) tendenziell
strahlenresistenter als Th (27 — 37 %) und CTL (35 — 36 %). Aufgrund der hohen Varianz sind
die Daten aber nicht signifikant. Zelltodmessungen mit AnnexinV zeigen jedoch, das Treg mit
22 % induziertem Zelltod nach 0,5 Gy signifikant strahlenresistenter sind als Th mit 32 %
Zelltodinduktion (Abb. 3.4 B). Die Zelltodwerte der CTL variieren stark interexperimentell
(zwischen den Buffy Coats), weshalb keine deutlichen Unterschiede im Vergleich zu Treg bzw.
Th erkennbar sind. Dies lag vermutlich an den nicht optimalen und schon sehr hohen basalen
Zelltodwerte der CTL (46 %), was auf eine bereits gestresste Zellpopulation in der Kontrolle

hindeutet.

3.3 Strahleninduzierte yH2AX-Foci als Marker fur DNA-Doppelstrangbriiche in
verschiedenen Blutzellpopulationen
Unterschiedliche Blutzellen wurden mittels magnetischer Beads aus Buffy Coat isoliert (im
Anhang Abb. 6.1) und Monozyten wurden zu Makrophagen mit GM-CSF ausdifferenziert. Die
Zellen wurden mit 2 Gy IR bestrahlt und nach verschiedenen Zeitpunkten fur die yH2AX-
Farbung fixiert.
Die zeitliche Abnahme des yH2AX-Signals ist mit der Reparatur von DSB assoziiert und gibt
die DNA-Reparatureffizienz der Zellen wieder, wobei das Maximum in der gemessenen
Zeitspanne bei 1 h nach Bestrahlung auftritt (Abb. 3.5 A, absolute Werte). Die Blutzellen
induzieren 1 h nach IR verstarkt yH2AX-Foci. Die Foci nehmen innerhalb der Zeitpunkte von
4,6 zu 24 h ab (Abb. 3.5 B, relative Werte, 1 h normiert auf 100 %). Die Zellen wiesen in der
Kontrolle (0 h) im Mittel weniger als 5 yH2AX-Foci auf. Lediglich Monozyten zeigten basal
schon eine erhdhte Menge an yH2AX-Foci, was vermutlich auf die Aufreinigungsmethode mit
magnetischen Beads oder den dabei zusatzlich erzeugten zellularen Stress zuriickzufihren
ist.
1 h nach 2 Gy waren im Schnitt in Mph 18, Monozyten 17, CD34+ Vorlauferzellen 14, B-Zellen
13, T-Zellen 12 und in NK-Zellen 11 yH2AX-Foci zu erkennen. T- und B-Zellen, sowie die
CD34+ Vorlauferzellen aus dem peripheren Blut zeigen bis 6 h eine deutliche, Monozyten und
NK-Zellen eine eher verzbgerte Abnahme der Foci. 24 h nach IR erreichte die Anzahl der
yH2AX-Foci den Bereich des Kontrollniveaus (Mo 10, Mph 6, NK-Zellen 3, B- und T-Zellen 2,5
und CD34+ Vorlauferzellen 2 yH2AX-Foci).
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Abb. 3.5: Induktion und zeitliche Abnahme von yH2AX-Foci als Marker fiir DNA-Doppelstrangbriiche und
deren Reparatur in verschiedenen Blutzellpopulationen nach 2 Gy. A: Absolute Anzahl von yH2AX-Foci in der
Kontrolle (0 h) und 1, 4, 6 und 24 h nach 2 Gy. Die Zellen zeigen eine signifikante Abnahme der yH2AX-Signale bis
24 h. One-Way ANOVA (Dunnett), signifikante Unterschiede zum jeweiligen 1 h - Wert: T-Zellen 0 h, 6 h, 24 h; Mo
24 h; NK O h, 24 h; B-Zellen 0 h, 24 h; CD34+ 0 h, 4 h, 6 h, 24 h, Mph 0 h, 4 h, 6 h, 24 h. B: Relative Abnahme von
YH2AX-Foci im Vergleich zum 1 h Wert (dieser ist normiert auf 100 %). 1 h nach IR werden yH2AX-Foci in den
Zellen induziert. Der zeitliche Verlauf der Foci-Abnahme kann auf diesen Zeitpunkt normiert werden, um die
Reparatur von DSB zu ermitteln. T- und B-Zellen als auch CD34+ Vorlauferzellen und Mph zeigen eine deutliche,
zeitliche Abnahme von strahleninduzierten yH2AX-Foci innerhalb der ersten 6 h. NK-Zellen und Monozyten
hingegen eine verzégerte Abnahme. Alle Blutzelltypen erreichen 24 h nach IR eine Anzahl an yH2AX-Foci im
Bereich der Kontrolle, was auf eine vollstdndige Reparatur der IR-induzierten DNA-Schaden schlieBen lasst.
Mittelwert, SD, n = 3 - 4 (pro Experiment bis zu 304 Zellen ausgezahlt.

Abb. 3.6 A zeigt reprasentative Bilder der yH2AX-Farbung. Jeder untersuchte Blutzelltyp
induziert nach 1 h ein Maximum an yH2AX-Foci und ist in der Lage, die durch IR induzierten
DNA-Schaden innerhalb von 24 h zu reparieren. Dies |asst sich in der Abnahme der Anzahl

an Foci im Zeitraum von 1 - 24 h nach Behandlung mit 2 Gy y-Strahlung erkennen.

yH2AX-Foci wurden in Granulozyten nicht am Metafer-Mikroskop untersucht, da sie schon in
Versuchen am konfokalen Mikroskop (LSM) keine strahlenvermittelte Induktion von yH2AX-
Foci zeigten (Abb. 3.6 B). Dies ist vermutlich auf ihre eingeschrankte DNA-Reparaturkapazitat

und DNA-Schadensantwort zuriickzufihren (Haak, Masterarbeit).
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Abb. 3.6: Reprasentative Bilder der yH2AX-Farbung in Blutzellen vor und nach Bestrahlung mit 2 Gy.
A (Metafer): Die Zellen wurden mit magnetischen Beads aufgereinigt bzw. Makrophagen aus Monozyten
ausdifferenziert. 1 h nach IR wird eine deutliche Induktion an yH2AX-Foci als Marker fiir DSB gemessen. Die
zeitliche Abnahme der Foci ist mit einer Reparatur der DNA-Schaden assoziiert. 24 h nach IR erreichen die Zellen
die Anzahl von yH2AX-Foci, die mit den unbehandelten Kontrollen (Ko) vergleichbar ist. Eine Reparatur der
strahleninduzierten DNA-Schaden innerhalb von 24 h ist somit in allen Blutzellen zu erkennen. yH2AX-Foci, griin;
Kern, blau.

B (LSM): Reprasentative Bilder einer yH2AX-Farbung von Granulozyten am LSM, die zuséatzlich mit einem
Oberflachenmarker fiir CD15 (rot) angefarbt wurden. Granulozyten zeigen keine IR-induzierten yH2AX-Foci.
yH2AX-Foci, grin (nicht detektierbar); Kern, blau.
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Die immunhistochemische ldentifikation der yH2AX-Foci und deren Akkumulation nach 24 h
wurde zudem in PBMCs am LSM gemessen. Zusatzlich zu yH2AX wurden hierbei T- und NK-
Zellen sowie Monozyten und Granulozyten mit ihnrem spezifischen Oberflachenrezeptor (CD3
fur T-Zellen, CD14 fir Monozyten, CD56+ flr NK-Zellen, CD15+ fiir Granulozyten; jeweils in
rot dargestellt) angefarbt (Abb. 3.7 A). Eine Aufreinigung mit magnetischen Beads war somit
nicht erforderlich. Aufgrund ihrer sehr geringen Anzahl in PBMCs mussten B-Zellen und
CD34+ Vorlauferzellen vor der Exposition mit IR mit magnetischen Beads aufgereinigt werden
(CD19+ fur B-Zellen, CD34+ fur Vorlauferzellen; jeweils in rot dargestellt).

Alle untersuchten Blutzellen, ausgenommen Granulozyten, zeigen eine deutliche Induktion
von YH2AX 1 h nach IR (Abb. 3.7 A). 24 h nach IR waren in T- und NK- Zellen sowie in
Monozyten keine yH2AX-Foci mehr detektierbar, was auf nicht-persistierenden DNA-Schaden
und eine effiziente Reparatur 2 Gy-induzierter Schaden hinweist. B-Zellen waren 24 h nach
Bestrahlung nur schwer am konfokalen Mikroskop zu erkennen. Sie zeigten geschadigte
Kerne, wohingegen CD34+ Vorlauferzellen 24 h nach IR morphologisch am Mikroskop kaum
nachzuweisen waren (passend zur gemessenen, IR-vermittelten Fragmentierung der Zellen,
dargestellt in Abb. 3.2).

Im Vergleich zum automatisierten Zahlverfahren am Metafermikroskop, das mehrere hundert
Zellen in kurzer Zeit auswerten kann, erkennt man bei der manuellen Analyse am LSM, dass
insbesondere B- und CD34+ Vorlauferzellen 24 h nach IR deutliche morphologische
Auffalligkeiten zeigen und somit eine Auswertung bzw. das ,Finden“ morphologisch intakter
Zellen per Auge schwierig ist. Zwar ist es durch konfokale Mikroskopie (LSM) moglich, mehrere
Proteine gleichzeitig anzufarben (yH2AX und CD-Oberflachenmolekiile), aber aufgrund des
manuellen Scannens zum Auszdhlen mehrerer hundert Zellen pro Probe bei geringen
Zelldichten nur bedingt anwendbar.

CD34+ Vorlauferzellen sind hinsichtlich ihrer sehr geringen Anzahl im peripheren Blut nur
schwierig in groflen Mengen aufzureinigen und zu analysieren. Deshalb wurde hier ein
weiterer Schwerpunkt in der Quantifizierung der Reparaturkapazitdt von CD34+
Vorlauferzellen gelegt. Trotz ihrer hohen Strahlensensitivitat und Zellfragmentierung nach IR
konnte zwischen 1 h (16 Foci pro Zelle) und 4 h (7 Foci pro Zelle) eine signifikante Abnahme
von yH2AX-Foci und somit eine Reparatur IR-induzierter DNA-Schaden festgestellt werden
(Abb. 3.7 B, mit reprasentativen Z-Stacks).
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Abb. 3.7: yH2AX- und Oberflaichenmarker-Farbung am konfokalen Mikroskop (LSM). A: Induktion von
YH2AX-Foci 1 h nach IR und persistierende Foci nach 24 h. B: Kinetik von yH2AX-Foci in CD34+
Vorlauferzellen 1 h und 4 h nach IR. A: Zellen wurden zusatzlich mit den entsprechenden Oberflachenmarkern
gefarbt (rot). Die Zellen, ausgenommen Granulozyten, zeigen 1 h nach IR eine deutliche Zunahme an yH2AX-Foci.
24 h spater sind keine persistierenden Foci erkennbar, was auf eine effiziente DNA-Reparatur der Zellen schliel3en
lasst. CD19+ B- und CD34+ Vorlauferzellen konnten aufgrund ihrer deutlich veranderten Morphologie am LSM nur
bedingt quantitativ per Auge ausgewertet werden. Das hangt bei CD34+ Vorlauferzellen vor allem mit einer hohen,
strahleninduzierten Fragmentierung der Zellen zusamment. Kontrolle (Ko), schwer definierbar (s.d.), nicht
definierbar (n.d.). B: yH2AX-Kinetik in CD34+ Vorlauferzellen 1 h und 4 h nach 2 Gy IR. n = 3 (insgesamt 84 - 142
Zellen). t-Test, *p < 0,05. Reprasentative Bilder sind als Z-Stack dargestellt (3D-Bilder). Kern, blau; CD34
Oberflachenrezeptor, rot; yH2AX-Foci, grin.

Zusammengefasst zeigten die untersuchten Blutzellpopulationen nach Behandlung mit 2 Gy
y-Strahlung eine zeitliche Abnahme des yH2AX-Signals, was auf eine effiziente Reparatur von
DSB hinweist. Die durch DNA-Schaden (gemessen als phosphoryliertes Histon 2AX)
vermittelte DNA-Schadensantwort kann als Ausléser des Zelltodes in Betracht gezogen

werden und wird im spateren Kapitel 3.13 naher betrachtet.
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3.4 Vergleich T-Zelle versus Monozyt

T-Zellen sind strahlensensitiver als Monozyten (Abb. 3.8 A). Dies war aufgrund des Defekts
von Monozyten in der BER und NHEJ und der damit zusammenhangenden Herabregulation
der DNA Ligase Ill, XRCC1 und PARP-1 so nicht zu erwarten (Bauer et al.). T-Zellen
exprimieren diese Proteine, zeigen jedoch eine deutlich hdhere Sensitivitdt gegentber IR im
Vergleich zu Monozyten (Abb. 3.8 B).
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Abb. 3.8: Vergleich T-Zelle vs. Monozyt. A: AnnexinV-Messung am Durchflusszytometer, 24 h nach
unterschiedlichen Dosen IR. t-Test, **p < 0,01, ***p < 0,001. Mittelwert, SD, n = 3. B: Analyse der DNA-
Reparaturproteine DNA Ligase Ill, XRCC1 und PARP-1 (Western Blot). Ladekontrolle GAPDH. C: Prozessierung
von DSB (yH2AX) nach unterschiedlichen Zeitpunkten nach Exposition mit 2 Gy. yH2AX (griin) wurde in T-Zellen
(CD3, rot) und Monozyten (CD14, rot) innerhalb PBMCs angefarbt und am LSM analysiert.

Betrachtet man die yH2AX Kinetik in T-Zellen versus Monozyten (Oberflachenmarker-gefarbt
in PBMCs) nach 2 Gy am LSM, so kdnnen keine Unterschiede in der Abnahme bzw. in der
Prozessierung der DNA-Schaden festgestellt werden (Abb. 3.8, C). Die zuvor gezeigten Daten
in Abb. 3.5 stellen die yH2AX Kinetik von Bead-aufgereinigten T-Zellen bzw. Monozyten dar.
Die dort beobachtete verzégerte Abnahme der yH2AX-Foci in Monozyten ist vermutlich auf
die Bead-Isolation und der sehr hohen basalen yH2AX-Foci zurlickzufiihren. Grundsatzlich
zeigten die am Metafer aufgenommenen Zellen eine verzdgertere yH2AX-Foci Abnahme als
Zellen, die Uber das LSM analysiert wurden. Nach 24 h zeigten jedoch alle Blutzellen kaum
bzw. keine IR-induzierten Foci mehr. Trotz der Herabregulation der BER und NHEJ kénnen
Monozyten 2 Gy-induzierte DNA-Schaden in Form von yH2AX wie die Reparatur-profizienten

T-Zellen prozessieren, induzieren dabei aber signifikant weniger Zelltod als T-Zellen.
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3.5 yH2AX in T-Zellen und Monozyten von Leukamiepatienten im Zeitraum
einer Ganzkorperbestrahlung
In einer Kooperation mit der Ill. Medizinischen Klinik der Universitatsmedizin Mainz (mit PD
Dr. med. Thomas Kindler) bestand die Mdglichkeit, DNA-Schaden in Zellen aus Blutproben
von Leukamiepatienten wahrend des Zeitraums einer Ganzkdrperbestrahlung zu untersuchen.
Diese seltenen Falle erlauben es, Strahleneffekte auf einen komplexen Organismus darstellen
zu kénnen und eine in vivo Situation mit den oben dargestellten in vitro Daten zu vergleichen.
Die Ganzkoérperbestrahlung fand nach einer Chemotherapie und vor einer
Stammzelltransplantation statt. Die Bestrahlung fihrt zu einer kompletten Depletion
hamatopoetischer Zellen, um durch die Stammzelltransplantation das blutbildende System
wieder neu aufbauen zu kénnen. Bei der Ganzkérperbestrahlung wurden die Patienten tber
einen Zeitraum von 3 Tagen mit einer kumulativen Dosis von 12 Gy bestrahlt (Abb. 3.9
Behandlungsschema). Blutproben wurden morgens vor dem taglichen Behandlungszyklus von
2 x 2 Gy (2 Gy morgens, 2 Gy abends, kumulativ 12 Gy an 3 Tagen) enthommen, im Labor
aufgereinigt und fur den entsprechenden Assay aufbereitet. Aufgrund der geringen Mengen
an Blutvolumen und der aus der Behandlung hervorgehenden starken Depletion von Blutzellen
von T1 zu T3 konnten pro Probe oft nur zwischen 11 und 50 Zellen pro yH2AX-Versuch am

LSM ausgewertet werden.

T3

Abb. 3.9: Behandlungsschema einer Ganzkorperbestrahlung von Leukamiepatienten. Blutentnahmen fanden
taglich vor dem Tagesbestrahlungszyklus von 2 Gy morgens und 2 Gy abends statt. PBMCs und Granulozyten
wurden mittels Polymorphprep-Methode isoliert, fir yH2AX und den entsprechenden Oberflachenmarkern
angefarbt und am konfokalen Mikroskop angefarbt. TO (Kontrolle), T1 (4Gy), T2 (8Gy), T3 (12Gy).

Aufgrund der unterschiedlichen Zeitpunkte von Blutentnahme und Strahlungsexposition kann
hier von persistierenden Foci gesprochen werden, da der Zeitpunkt von 1 h, der in den in vitro
Versuchen die maximale Anzahl induzierter yH2AX-Foci zeigt, deutlich Uberschritten ist. Im
Folgenden wurden yH2AX-Foci in CD3+ T-Zellen und CD14+ Monozyten von 3 ausgewahlten
Patienten (P1 - P3) am konfokalen Mikroskop betrachtet und quantifiziert (Abb. 3.10).
Interessanterweise zeigen insbesondere T-Zellen mehr persistierende yH2AX-Foci und somit
assoziiert mehr DNA-Schaden im Verlauf der Behandlung als Monozyten. Dies geht einher mit

der erhdhten Strahlensensitivitat von T-Zellen im Vergleich zu Monozyten (Abb. 3.1). P1 zeigte
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einen Anstieg der yH2AX-Foci in T-Zellen im Verlauf des Untersuchungszeitraums auf eine
mittlere Anzahl von 12 Foci an T3. Monozyten zeigten eine Zunahme des yH2AX-Signals bis
auf 6 Foci an T3. In P2 war die héchste Anzahl von yH2AX-Foci in T-Zellen an T1 (10 Foci)
festzustellen, an T2 und T3 zeigten sie im Mittel 7 yH2AX-Foci pro Zelle. In Monozyten wurde
kein deutlicher Anstieg von yH2AX-Foci gemessen und nur eine mittlere Anzahl von 3 yH2AX-
Foci pro Zelle detektiert. P3 wies ab T1 bis T3 in T-Zellen 9 -15 yH2AX-Foci, in Monozyten 3

bis 9 Foci auf.
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Abb. 3.10: Quantifizierung und Vergleich von yH2AX Foci in CD3+ T-Zellen und CD14+ Monozyten aus
Blutproben von Leukdmiepatienten wahrend einer Ganzkoérperbestrahlung. TO Blutentnahme vor der ersten
Tagesbestrahlungseinheit von 2 x 2 Gy. Blutentnahmen an T1 und T2 jeweils morgens vor der nachsten
Bestrahlungseinheit, Blutentnahme an T3 morgens nach dem letzten Bestrahlungszyklus an T2 (Abb. 3.9). P1 =
Patient 1, P2 = Patient 2, P3 = Patient 3. 11 - 50 Zellen pro Probe. t-Test, ****p < 0,0001, ***p < 0,001, **p < 0,01,
*p <0,05.

Maogliche Depletions- und Kompensationsmechanismen, wie z.B. eine Nachbildung der Zellen
aus Vorlaufern aus dem Knochenmark, werden in der Diskussion néher betrachtet. Abb. 3.11
zeigt reprasentative Bilder der yH2AX-Farbungen von T-Zellen und Monozyten sowie
Granulozyten der in Abb. 3.10 erwahnten Patienten. Auch hier konnte in Granulozyten (einmal
CD64, ein anderes Mal CD15 gefarbt, jeweils ein Marker flr neutrophile Granulozyten) keine
yH2AX-Foci nachgewiesen werden, was mit den vorherigen Daten einhergeht (Abb. 3.6 und
3.7).
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Abb. 3.11: yH2AX-Farbung in T-Zellen, Monozyten und Granulozyten von Patienten (P1 - P3) wahrend einer
Ganzkoperbestrahlung. Persistierende yH2AX-Foci in T-Zellen (CD3, rot; yH2AX, griin) und Monozyten (CD14,
grin; yH2AX, rot), keine Foci in Granulozyten (CD64, griin; CD15, rot) detektierbar; Kern; blau.

Das Monozyten nach ionisierender Strahlung im Patient weniger yH2AX-Foci zeigen als T-
Zellen verdeutlicht nochmals eine Blutprobe von Patient 4, die unmittelbar nach der ersten
Behandlungsdosis von 2 Gy enthommen wurde (Abb. 3.12). Auch direkt nach einer Exposition
mit IR (2 Gy) zeigen CD3-positive T-Zellen (Oberflachenmarker rot, linkes Bild) deutlich
starkere yH2AX-Signale als die restlichen Zellen, die morphologisch den Monozyten
zuzuordnen sind (,Bohnenform* des Zellkerns). Die selbe Blutprobe wurde fiir CD14-positive
Monozyten (Oberflachenmarker grun, rechtes Bild) angefarbt und zeigt auch hier mehr yH2AX-
Signale in nicht-oberflichenmarkierten Zellen (iberwiegend T-Zellen) als in CD14 markierten
Monozyten (Abb. 3.12). P4 wurde nicht in die Kinetik der Abb. 3.10 bzw 3.11 aufgenommen,

da fir diesen Patient keine weiteren Blutproben enthommen wurden.



Ergebnisse 80

yH2AX

P4 -
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Abb. 3.12: yH2AX-Farbung in CD3 markierten T-Zellen (links) und CD14 Monozyten (rechts) einer Blutprobe
eines Patienten P4, entnommen direkt nach einer Ganzkorperbestrahlung von 2 Gy. Weitere Blutproben von
P4 wurden im Verlauf der Ganzkdrperbestrahlung nicht entnommen, da die Entnahme der Kontrollprobe (TO0) nicht
vorgenommen wurde.

Weiterhin wurde die Zellzahl von CD3+ T-Zellen und CD14+ Monozyten am
Durchflusszytometer gemessen (Abb. 3.13 A). Hier ist eine deutliche Abnahme der T-Zellen
schon nach einem Tag (4 Gy kumulativ) zu erkennen. An T2 und T3 sind kaum T-Zellen im
peripheren Blut des Patienten vorhanden. Dies stellt auch das Ziel der Ganzkdrperbestrahlung
in Form einer Depletion der Blutzellen dar. Diese Abnahme der Zellzahl macht auch eine
quantitative Auswertung der Blutzellen an den Tagen 2 und 3 am LSM schwierig.
Interessanterweise zeigen Monozyten an den Tagen T1 und T2 keine Abnahme der Zellzahl.
Es ist sogar ein verhaltnismaRiger Anstieg CD14-positiver Zellen zu erkennen. Dies kann auf
mdgliche Kompensationsmechanismen zurlickzufiihren sein und geht einher mit der
geringeren Anzahl an DNA-Schaden in Monozyten im Vergleich zu T-Zellen. Erst an Tag 3 ist
eine Abnahme an Monozyten sichtbar. Die Quantifizierung der Zellzahl von P3 ist in Abb. 3.13

B dargestellt.
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Abb. 3.13: A: Durchflusszytometrische Bestimmung der Anzahl an CD3+ T-Zellen und CD14+ Monozyten in
PBMCs von P3. B: Die Quantifizierung von CD3+ bzw. CD14+ Zellen erfolgte in je 10° PBMCs am
Durchflusszytometer.

Die relative Abnahme der T-Zellen sowie zwischenzeitliche Zunahme der Monozyten im Blut
der bestrahlten Patienten konnte auch am LSM festgestellt werden (Abb. 3.14, P3 und ein
weiterer Patient P5). Die Zahl der T-Zellen (rot) und Monozyten (griin) wurde innerhalb von
100 PBMCs per Auge gezahlt. Wahrend die T-Zellen eine deutliche Abnahme in der PBMC-
Fraktion zeigen, steigt die relative Anzahl an Monozyten an (T2 in P3 bzw. T1 in P5), bevor
sie wieder abfallt (T3 in P3 bzw. T2 in P5). Die relative Zunahme der Monozyten kénnte auch
in der Depletion von CD3+ T-Zellen begriindet sein, da sie das Verhaltnis der Blutzellen in

PBMCs in Richtung Monozyten verschiebt.
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Abb. 3.14: Anzahl von CD3+ T-Zellen und CD14+ Monozyten im peripheren Blut von Patienten nach
Ganzkorperbestrahlung. Es wurden je 100 Zellen in PBMCs bzgl. ihrer CD3- bzw- CD4-Positivitat per Auge am
LSM gezahilt.

Die Depletion der Leukozyten in den Blutproben im Zeitraum der Bestrahlung erschwert eine
quantitative Analyse von Zellen, vor allem bei Zellen, die im peripheren Blut nur in geringen
Mengen vorhanden sind. So wurde zusatzlich eine yH2AX-Farbung in CD19+ B-Zellen und
CD56+ NK-Zellen durchgefiihrt (Abb. 3.15). B-Zellen zeigten wahrend der Therapie einen sehr
geringen Anstieg an yH2AX-Foci bis T2 (ca. 2 Foci pro Zelle). An T3 konnten keine B-Zellen
immunohistochemisch in der isolierten PBMC-Fraktion nachgewiesen werden. Eine
Quantifizierung von CD56+ NK-Zellen war aufgrund der starken Depletion CD56+ Zellen an
T1 bis T3 sehr schwierig. So konnten an T1 bis T3 nur maximal 5 NK-Zellen (im Mittel 8 yH2AX-

Foci pro Zelle) auf dem Objekttrager detektiert werden, wobei in der Kontrolle noch 36 NK-

40 1

Zellen gezahlt werden konnten.
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Abb. 3.15: Quantifizierung von yH2AX-Foci am LSM in B-Zellen (CD19, griin; P2) und NK-Zellen (CD56, rot;
P3) in Patienten wahrend einer Ganzkorperbestrahlung. Reprasentative Bilder sind jeweils oberhalb der
Graphen dargestellt. In P2 wurden jeweils 20 B-Zellen quantifiziert, an T3 konnten keine B-Zellen angefarbt werden
(n.d. nicht definierbar) t-Test *p < 0,05. Die auf den Objekttragern ermittelbare Anzahl an NK-Zellen ist im Graph
dargestellt. An T1 - T3 konnten nur maximal 4 - 5 NK-Zellen in den LSM Proben ermittelt werden. Eine statistische
Aussage kann hier nicht getroffen werden.
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Die Ergebnisse verdeutlichen die Komplexitat solcher Analysen in humanen Proben. Hier
mussen auch Depletions-, und Kompensationsmechanismen des Korpers berucksichtigt

werden. Diese werden in der Diskussion naher betrachtet.

Zusammengefasst zeigten T-Zellen einen deutlich starkeren Abfall in der Zellzahl und deutlich

mehr persistierende DNA-Schéden in Ganzkorper-bestrahlten Patienten als Monozyten.

3.6 Die Etablierung der Bluttropfenmethode zur Analyse von DNA-Schaden

Die oben dargestellten Experimente erforderten aufwendige Aufreinigungsmethoden von
Blutzellen aus Buffy Coat oder gréReren Blutmengen aus der Vene. Im Folgenden wurde eine
Methode entwickelt, die es erlaubt, DNA-Schaden (yH2AX) in Blutzellen von nur einem
Tropfen Blut aus der Fingerspitze zu ermitteln (Abb. 3.16). Eine solche Bluttropfenmethode
(Blood Drop Method, BDM) fur das Screening von DNA-Schaden koénnte breite
Anwendungsgebiete im Bereich gentoxischer Tests und Biodosimetrie innerhalb klinischer
Therapien oder Feldstudien an Bevdlkerungsgruppen erreichen, vereinfachen und

revolutionieren.

MQFA_LA
: | Fixieren
—>PBMCS—> Waschen— Transfer | ‘F v :rJ Farben
4 !, Eindecken
- Fixieren
Farben
Eindecken

Abb. 3.16: Buffy Coat vs. BDM: Unterschiedliche Blutquellen fiir die yH2AX-Farbung. A: Klassische Methode
der PBMC-Aufreinigung Uber Ficoll-Dichtezentrifugation von Buffy Coat. Nach mehreren Waschschritten werden
die PBMCs fur die yH2AX-Farbung auf ein Deckglas transferiert. B: Bei der Bluttropfenmethode wird das Blut aus
der Fingerspitze nach mikro-invasivem Lanzetteneinsatz mit einer heparinisierten Glaskapillare aufgenommen und
auf einen Mikroskop-Objekttrager fur die yH2AX-Farbung ausgestrichen.

Zuerst wurde getestet, ob es moglich ist, DNA-Schéaden in Blutzellen aus nur einem Tropfen
peripheren Blutes qualitativ und quantitativ auszuwerten. Dabei sollte die Bluttropfenmethode
mit der klassischen Ficoll-Methode bzgl. einer Farbung von yH2AX verglichen werden. Die
klassische Ficoll-Dichtezentrifugation benétigt gréRere Mengen an Blut (10 bis 50 ml) aus der

Vene oder Buffy Coat sowie mehrere Waschzentrifugationsschritte. Dabei werden die
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Blutzellen zusatzlichem, mechanischen Stress ausgesetzt. Die aufgereinigten PBMCs wurden
auf ein Deckglas aufgetragen und yH2AX nach dem etablierten Protokoll gefarbt (Abb. 3.16
A). Fur die mikro-invasive BDM wurde die Fingerspitze mit einer Lanzette, wie sie Diabetiker
verwenden, angestochen. Der Bluttropfen wurde mit heparinisierten Glaskapillaren
aufgenommen und auf ein Mikroskop-Objektrager fir die anschlieRende yH2AX-Farbung
ausgestrichen (Abb. 3.16 B, Blutausstrich).

In Abb. 3.17 wird die etablierte yH2AX-Farbung fur unterschiedlich aufbereitete Blutproben am
Metafer verglichen, um die BDM zu validieren. In Abb. 3.17 1 dargestellt sind PBMCs, die mit
der klassischen Ficoll Methode aus Buffy Coat isoliert wurden (Abb. 3.16 A). Abb. 3.17 2 zeigt
Zellen aus Buffy Coat, die nicht mit Ficoll aufgereinigt, aber mit Ammoniumchlorid-Lyse Puffer
behandelt wurden, um die Erythrozyten zu entfernen (sog. Erythrolyse). Abb. 3.17 3 stellt
Zellen eines Blutausstrichs von Buffy Coat ohne Erythrolyse dar und Abb. 3.17 4 zeigt Zellen,
die Uber die BDM analysiert wurden (Abb. 3.16 B).
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Abb. 3.17: Vergleich der yH2AX-Farbung in unbehandelten (Ko) und bestrahlten (2 Gy) Blutzellen nach
unterschiedlichen Methoden. A: Reprasentative Bilder von peripheren Blutzellen, analysiert am Metafer.
1, PBMCs nach Ficoll; 2, nach Erythrolyse von Buffy Coat; 3, Blutausstrich von Buffy Coat und 4, Blutausstrich von
peripherem Blut aus der Fingerspitze (BDM). Die Fixierung erfolgte jeweils 1 h nach Bestrahlung. Kern, blau;
YH2AX, grin. B: Quantifizierung der am Metafer aufgenommenen Bilder. Ko = Kontrolle; Mittelwert aus bis zu 277
Zellen pro Probe. Fehlerbalken geben intraexperimentelle Variationen wieder.
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PBMCs nach Ficoll-Isolation (1) bzw. Zellen aus Buffy Coat mit (2) oder ohne (3) vorheriger
Erythrolyse wurden mit 2 Gy bestrahlt (IR) bzw. nicht bestrahlt (Ko) und bis zum Transfer bei
37°C im Inkubator gelagert. Zellen der BDM (4) wurden direkt nach Aufnahme in die
heparinisierten Glaskapillaren innerhalb dieser bestrahlt und bis zum Ausstrich in diesen bei
37°C im Inkubator gelagert. 1 und 2 wurden auf das Deckglas transferiert bzw. 3 und 4 auf die
Objekttrager ausgestrichen, sodass die Fixierung der Zellen jeweils 1 h nach Bestrahlung

erfolgen konnte.

Die Abb. 3.17 (A, reprasentative Bilder; B, Quantifizierung) zeigt, dass sich die Farbung von
YH2AX erfolgreich auf die BDM ubertragen lasst. Es lassen sich in den Ausstrichen von Buffy
Coat (3) und BDM (4) gentigend Zellen fir eine Quantifizierung anfarben. Die in den
Ausstrichen in sehr hoher Menge enthaltenen Erythrozyten stdren die Auswertung nicht, da
sie ohne Zellkern nur als schwarzer Hintergrund erscheinen. Die einzelnen Lymphozyten sind
in den Ausstrichen lediglich auf ein grofReres Gebiet verteilt, was die Aufnahme und
Auswertung der Bilder zeitlich verlangert. Die Anzahl an basalen DNA-Schaden in
unbehandelten Zellen ist bei allen Methoden gering (Abb. 3.17 A und B Ko). Auch nach
Exposition mit IR zeigen die Zellen bei allen Methoden eine vergleichbare Induktion von
yYH2AX-Foci (Abb. 3.17 A und B).

Da es sich bei den Blutproben um Mischpopulationen handelt (hauptsachlich T-Zellen und
Granulozyten, aber auch Monozyten und geringe Anteile an NK- und B-Zellen), wurden die
Methoden 1 - 4 mit der yH2AX-Foci Farbung fir die konfokale Mikroskopie mit zusatzlicher
Phéanotypisierung des CD3 T-Zellrezeptors verglichen (Abb. 3.18). Auch hier war es mdglich,
die BDM zu verifizieren und erfolgreich den T-Zellrezeptor (rot) in Kombination mit yH2AX
(grin) anzufarben. Die Kontrollen zeigen in allen Aufarbeitungen 1 - 4 keine Foci, nach
Bestrahlung in den angefarbten T-Zellen eine deutliche, von 1 - 4 vergleichbare Induktion an
yH2AX-Foci. Somit ist es auch mit der BDM méglich, DNA-Schaden spezifischen

Blutpopulationen, wie hier der T-Zellen, zuzuordnen.

-
1 2

Abb. 3.18: Reprasentative Bilder (LSM) von DNA-Schdden (yH2AX, griin) in Kombination mit dem T-
Zellrezeptor (CD3, rot, 1 - 4) oder Monozytenrezeptor (CD14, rot, 5) in unbehandelten (Ko) oder bestrahlten
(2 Gy) Blutzellen nach unterschiedlicher Aufarbeitung. 1, PBMCs nach Ficoll; 2, Erythrolyse Buffy Coat; 3,
Ausstrich Buffy Coat; 4 und 5 Ausstrich BDM. Die Fixierung erfolgte jeweils 1 h nach Bestrahlung.
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Neben Granulozyten sind auch CD14+ (rot) Monozyten, wenn auch in geringer Anzahl, im
Ausstrich der BDM typisierbar (Abb. 3.18 5), was den Anwendungsbereich in der klinischen

Diagnostik nochmals erweitert.

Insbesondere fir epidemiologische Studien ist es wichtig zu wissen, wie lange der
Blutausstrich bis zur Analyse gelagert werden kann, ohne dass dabei die Mdglichkeit einer
Proteinfarbung verloren geht. Blutproben aus der Fingerspitze (BDM) wurden in den
heparinisierten Glaskapillaren bestrahlt (2 Gy) oder nicht bestrahlt (Ko) und zeitlich so auf die
Objekttrager ausgestrichen, dass sie 1 h nach IR auf diesen eingetrocknet waren. Die
getrockneten Blutausstriche wurden entweder direkt danach (Tag 0) fixiert, CD3/yH2AX
gefarbt und eingedeckt, oder 7 Tage bzw. 4 Wochen im Dunkeln bei Rt gelagert und danach
fixiert und gefarbt. Die Proben wurden am konfokalen Mikroskop analysiert und yH2AX-Foci
in T-Zellen per Auge oder Uber die Messung der mittleren yH2AX Intensitat bestimmt (Abb.
3.19).
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Abb. 3.19: DNA-Schaden (yH2AX) in unbestrahlten und bestrahlten T-Zellen der BDM. Die Fixierung und
Farbung der getrockneten Blutausstriche erfolgte direkt an Tag 0 oder nach Lagerung an Tag 7 bzw. nach
4 Wochen. Die Proben wurden zeitgleich nach IR ausgestrichen, nach Trocknung aber zu unterschiedlichen
Zeitpunkten fir yH2AX und CD3 angefarbt. A: 3D-Bilder (Z-Stacks), aufgenommen am konfokalen Mikroskop. CD3,
rot; yH2AX, griin; Kern, blau. B: Quantifizierung der Foci per Auge. C: Quantifizierung tber die mittlere Intensitat
des Foci-Signals mit dem Programm ImagedJ. Jeder Punkt reprasentiert eine ausgewertete Blutzelle. 42 - 64 Zellen
je Probe.
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In Abb. 3.19 A sind 3D-Aufnahmen (Z-Stacks) von Zellen aus Blutausstrichen
unterschiedlicher Lagerungszeit dargestellt. Auch 7 Tage nach Bestrahlung und Trocknung
des Blutausstrichs konnten effizient der T-Zellrezeptor CD3 und yH2AX angefarbt werden.
Zellen in Ausstrichen, die 4 Wochen gelagert wurden, waren nicht mehr fur CD3 und yH2AX
anfarbbar und wirkten degradiert bzw. ausgetrocknet. Die zeitliche Lagerung der Ausstriche

ist also beschrankt.

Betrachtet man die Anzahl der yH2AX-Foci pro T-Zelle und vergleicht die Auswertung 1 h vs.
7 Tage, so sind die jeweiligen Kontrollen als auch die mit y-Strahlung exponierten Zellen
untereinander vergleichbar (Abb. 3.19 B, Zahlung per Auge; C, Messung der Intensitat des
yYH2AX-Signals pro Zelle). T-Zellen in 0 Tage gelagerten Ausstriche zeigten im Mittel 15 und
7 Tage gelagerte Ausstriche 21 yH2AX-Foci pro Zelle.

Grundsatzlich ist eine Lagerung der Blutausstriche bis mindestens 7 Tage nach Exposition mit
IR mdglich, ohne einen Verlust bzw. Abbau von yH2AX und des Oberflachenmarkers zu
erhalten. Dies ermdoglicht eine einfache und langere Lagerung sowie Transport von Proben
weltweit. Zur Vollstandigkeit wird noch erwahnt, dass Ausstriche, die 1 h nach Behandlung
bzw. Trocknung direkt fixiert und erst 7 Tage spater gefarbt und eingedeckt wurden, keine
Signale des CD3 T-Zellrezeptors bzw. von yH2AX zeigten (hier nicht gezeigt). Daher ist die

Lagerung fixierter Ausstriche fur eine spater geplante Farbung nicht zu empfehlen.

Mithilfe der BDM kdénnen auch Kinetikstudien wie der zeitliche Verlauf und damit die Effektivitat
der DNA-Reparatur der Zellen durchgefiihrt werden. So wurde ein Tropfen Blut auf mehrere
Glaskapillaren verteilt, diese mit 2 Gy bestrahlt und zu unterschiedlichen Zeitpunkten
ausgestrichen, fixiert und fur CD3 und yH2AX angefarbt (Abb. 3.20 A und B). Die BDM zeigte
1 h nach Bestrahlung eine signifikante Induktion von DNA-Schaden auf eine mittlere Anzahl
von 19 yH2AX-Foci pro T-Zelle, die nach 2 bis 4 h deutlich abnahmen und nach 8 h keine
Signifikanz zur unbestrahlten Kontrolle zeigten. Somit ermdglicht die BDM auch zeitabhangige
DNA-Reparaturstudien. Tragt man die relative Abnahme der yH2AX-Foci gegenlber den 1 h
Wert auf (= 1), so ist in T-Zellen der BDM nach 3 h eine Abnahme der IR-induzierten yH2AX-
Foci (Zahlen per Auge) auf 50 % zu erkennen. Vergleicht man diese Kinetik mit T-Zellen
angefarbt in PBMCs aus dem Buffy Coat (Uber die mittlere Intensitat der Foci), so sieht man
hier eine Abnahme auf 50 % nach ca. 4 h. Im Vergleich zu Bead-aufgereinigten T-Zellen aus
PBMCs und der automatisierten Analyse am Metafer ist hier eine 50 %ige Abnahme der Foci
nach ca. 6 h erkennbar. Je nach Aufarbeitung und Analysemethode schwanken die Werte der
Abnahme der yH2AX-Foci auf 50 % zwischen 3 und 6 h (Abb. 3.20 B). Dabei kann
angenommen werden, dass die Abnahme des yH2AX-Signals assoziiert ist mit der Reparatur
von DSB.
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Abb. 3.20: DNA-Schaden in 2 Gy bestrahlten CD3+ T-Zellen aus der Fingerspitze (BDM) nach
unterschiedlichen Zeitpunkten der Fixierung (A). Vergleich von yH2AX-Kinetiken in T-Zellen nach
verschiedenen Methoden (B). A: Die Blutproben wurden in Glaskapillaren bestrahlt und bis zum Ausstrich bzw.
Fixierung bei 37°C gelagert. Die Bilder zeigen Z-Stacks von DNA-Schaden (yH2AX, griin) in T-Zellen (CD3, rot;
Zellkern, blau), die am LSM aufgenommen wurden. Die Quantifizierung zeigt die signifikante, strahleninduzierte
Zunahme von DNA-Schaden nach 1 h und eine zeitliche Abnahme bzw. Reparatur der Schaden bis 8 h nach IR.
One-Way ANOVA (Dunnett), mehrfacher Vergleich zur Kontrolle *p < 0,05. ****p < 0,0001. B: Auftragung der
relativen yH2AX-Foci Abnahme zum 1 h Wert (= 1) in T-Zellen im Vergleich von unterschiedlichen Methoden: T-
Zellen gefarbt im peripheren Blut aus der Fingerspitze (BDM), analysiert am LSM; T-Zellen gefarbt in PBMCs aus
Buffy Coat, analysiert am LSM; T-Zellen isoliert mit magnetischen Beads aus PBMCs von Buffy Coat, automatisiert
analysiert am Metafer. Die yH2AX-Abnahme ist assoziiert mit dem Ablauf der DNA-Reparatur.

Die BDM kann auch auf Mausversuche Ubertragen werden. So wurde die Schwanzvene einer
Maus mit einem Skalpell angeritzt und der Bluttropfen mit drei Glaskapillarréhrchen
aufgenommen. Zwei Glaskapillaren wurden ex vivo mit 2 Gy bestrahlt und nach 1 h bzw. 4 h
ausgestrichen, fixiert und CD3/yH2AX gefarbt, die dritte diente als Kontrolle (Abb. 3.21 A). Es
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konnten effizient CD3 T-Zellen der Maus angefarbt und die Reparatur der DNA-Schéaden bis
4 h nach IR am konfokalen Mikroskop quantifiziert werden (im Mittel pro T-Zelle 20 yH2AX-
Foci nach 1 h, 5 yH2AX-Foci nach 4 h). Des Weiteren kann die BDM an Mausen angewendet
werden, die mit gentoxischen Agenzien wie dem Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ)
behandelt wurden. Dies ermdglicht Analysen von gentoxischen Effekten einer Chemotherapie
auf murine Blutzellen. Einer Maus wurde i.p. 200 mg/kg TMZ gespritzt, die Kontrollmaus mit
DMSO behandelt. Das Blut wurde Uber Herzpunktion 16 h nach Behandlung enthommen, in
die Glaskapillaren Uberfihrt und nach der BDM aufgearbeitet (Abb. 3.21 B). 16 h nach
Gentoxizitatsbehandlung mit TMZ konnte eine Induktion von DNA-Schaden in murinen T-
Zellen detektiert werden (11 yH2AX-Foci als Mittelwert pro T-Zelle).
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Abb. 3.21: Die BDM im Mausversuch. A: Zeitkinetik von IR-induzierten DNA-Schaden in CD3 T-Zellen der Maus.
Blut wurde nach Punktion der Schwanzvene in Glaskapillaren aufgenommen, mit 2 Gy ex vivo bestrahlt und nach
1 bis 4 h ausgestrichen, fixiert und gefarbt. One-Way ANOVA (Dunnett), mehrfacher Vergleich zum 1h Wert
*p < 0,01 B: yH2AX-Foci 16 h nach Behandlung der Maus mit 200 mg/kg TMZ bzw. mit dem Lésungsmittel DMSO
als Kontrolle. Das Blut wurde Uber eine Herzpunktion entnommen. t-Test, ***p < 0,001.

Zuletzt sollte mittels BDM Uberpruft werden, ob es mdglich ist, auch andere Proteine der DNA-
Schadensantwort zu analysieren. Dies wirde die Anwendungsmoglichkeit der BDM in der
Diagnostik erheblich erweitern. So konnten in T-Zellen nach BDM Proteine angefarbt werden,
die nach DNA-Schaden an diese rekrutiert und phosphoryliert werden (Abb. 3.22). Die BDM
ermoglichte es, in T-Zellen die phosphorylierte Form des ,DNA-Schadenssensors‘ ATM
(pPATM) und dessen Substrat KAP1 (phosphorylierte Form pKAP1), ein die DNA-Reparatur

koordinierendes und im Heterochromatin befindliches Protein, in bestrahlten Proben zu
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detektieren (Abb. 3.22). Auch die Rekrutierung von 53BP1 (p53-binding protein), ein wichtiger
Faktor der NHEJ, an den DNA-Schaden ist Uber die BDM nachweisbar. Zugleich konnte eine
Induktion von RPA (replication protein A), das einzelstrangige DNA-Bereiche bindet, mittels
BDM sichtbar gemacht werden. Da RPA auch basal in Zellen vorliegt, zeigte das Protein auch
Signale in der Kontrolle. 53BP1 und RPA zeigten auch Signale aul3erhalb des Zellkerns und
lasst auf eine zusatzliche Akkumulation der Proteine im Zytoplasma oder in den Mitochondrien

schlieRen.

CD3 CD3 CD3 CD3
pPATM pKAP1 53BP1 RPA

Ko

2 Gy

Abb. 3.22: Detektion von Proteinen der DNA-Schadensantwort in T-Zellen (CD3, rot; Kern, blau) mittels BDM
in unbehandelten (Ko) bzw. 2 Gy bestrahlten Proben: phosphoATM, phosphoKAP1, 53BP1 und RPA (griin).

Die Ergebnisse zeigen, dass die BDM sensitiv genug ist und aus einem Tropfen Blut eine
ausreichend hohe Anzahl an Zellen liefert, um in Blutzellen qualitativ und quantitativ
verschiedene Proteine der DDR wahrend einer therapeutischen Intervention (IR oder DNA-

schadigende, gentoxische Stoffe) zu untersuchen.

3.7 Auswirkung der Stimulation des CD3 T-Zellrezeptors und CD28 Ko-
Rezeptors auf die Morphologie von T-Zellen

Die bisher dargestellten Ergebnisse zeigen, dass T-Zellen zu den strahlensensitivsten Zellen
des Immunsystems gehdren, und auch in der Biodosimetrie nach Exposition mit IR (BDM) den
adaquatesten Zelltyp fiir die Diagnostik darstellen. Im Folgenden wird die Strahlensensitivitat
der T-Zellen (PBLs) naher betrachtet. Dabei wurden unstimulierte mit CD3- und CD28-
stimulierten T-Zellen verglichen.

Stimulierte T-Zellen stellen den Zustand einer aktiven Zelle wahrend einer Entziindung oder
Pathogen-Abwehrreaktion. Aktivierung des CD3 und CD28 Rezeptors (stim) flhrt zu einer
deutlichen VergréRerung der T-Zelle im Vergleich zur nicht aktivierten (unstim) T-Zelle (Abb.

3.23 A, aufgenommen am LSM; CD3, rot; Kern, blau). Dies ist auch in lichtmikroskopischen
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Aufnahmen sichtbar (Abb. 3.23 B). Unstimulierte Lymphozyten sind klein, rund und zeigen
durchweg ahnliche Zellgrofien. Stimulierte Zellen sind gréRer, erscheinen aufgeblaht und
bilden kleine Inseln unterschiedlicher ZellgrofRe in der Zellkulturplatte. Die enorme
Vergroerung der stimulierten Zellen auf das Doppelte ist auch am SSC/FSC im
Durchflusszytometrie zu erkennen (Abb. 3.23 C). Dabei gibt der Anstieg innerhalb des SSC
eine durch die Stimulation resultierende Zunahme der Zellgranularitat und innerhalb des FSC

eine Zunahme der ZellgréRe wieder.

A unstim

66 %

FSC FSC CD25 CD25

Abb. 3.23: Vergleich der Zellmorphologie CD3/CD28-unstimulierter vs. -stimulierter Lymphozyten (PBLs).
A: Bilder, aufgenommen am konfokalen Mikroskop, CD3, rot; Kern, blau. B: Lichtmikroskopische Aufnahmen.
C: SSC/FSC (Durchflusszytometer) D: Expression des Markers CD25 in unstimulierten und stimulierten
Lymphozyten (PBLs), Histogramme (Durchflusszytometer).

Da der CD25 Marker (IL-2 Rezeptor) insbesondere auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird
(dieser wird auch zur Identifikation von regulatorischen T-Zellen verwendet, unabhéngig von
ihrer Aktivierung) wurde in Abb. 3.23 D der CD25 Marker in unstimulierten und stimulierten
Lymphozyten mittels Durchflusszytometer untersucht. Stimulierte Lymphozyten zeigten auch
hier einen deutlichen Anstieg CD25-positiver Zellen. Betrachtet man die Zellzyklusverteilung
(Abb. 3.24), so befinden sich unstimulierte T-Zellen ausschlieRlich in der GO bzw. G1 Phase.
Periphere Blutzellen liegen somit nach der Isolation bzw. im Buffy Coat gesunder Spender

nicht aktiviert bzw. in einem nicht proliferierenden Zustand vor. Nach 2-tdgiger Stimulation der
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Lymphozyten beginnen die Zellen sich zu teilen bzw. zu proliferieren, was sich in einem
Anstieg an S und G2 Phase Zellen bestatigen lasst. Vergleicht man unstimulierte mit
stimulierten Zellen, so betrachtet man nicht nur Zellen unterschiedlicher metabolischer Aktivitat
aufgrund der T-Zellaktivierung, sondern vergleicht auch nicht-proliferierende vs.

proliferierende Zellen.

G011 S G2 G011 S G2
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Abb. 3.24: Zellzyklusverteilung unstimulierter  vs. CD3/CD28-stimulierter Lymphozyten.
Die Zellen wurden nach Ernte und Fixierung mit Pl gefarbt und am Durchflusszytometer analysiert.

3.8 Strahlensensitivitat unstimulierter vs. stimulierter Lymphozyten

Die stimulierten bzw. nicht-stimulierten Lymphozyten wurden mit unterschiedlichen Dosen IR
behandelt und 24 h spater wurde der Zelltod gemessen (Abb. 3.25 A). In der PBL-Population
wurden zusatzlich Th und CTL angefarbt. Die in Abb. 3.25 A dargestellten unstimulierten
Zellen sind auch in Abb. 3.1 gezeigt und wurden hier ihrem stimulierten Anteil
gegenubergestellt. Die Daten zeigen, dass eine CD3-/CD28-Stimulation von Lymphozyten
signifikant vor strahleninduziertem Zelltod schitzt. Sowohl PBLs als auch die darin markierten
Th und CTL zeigten signifikant geringere IR-induzierte Zelltodraten, wenn sie zuvor stimuliert
wurden (Abb. 3.25 A). Die Strahlenprotektion war bei sehr geringen (0,125, 0,25 und 0,5 Gy)
und hohen Dosen (1 und 2 Gy) y-Strahlung sichtbar (PBLs: 0,25 Gy, von 30 auf 5 %; 1 Gy,
von 45 auf 11 % induzierter Zelltod).
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Abb. 3.25: Vergleich der Induktion der Apoptose (AnnexinV) von unstimulierten und stimulierten peripheren
Blutzellen (A) bzw. CD34+ Vorlauferzellen (B) 24 h nach unterschiedlichen Dosen IR. CD3+CD4+ Th und
CD3+CD8+ CTL wurden in der PBL-Population markiert und ausgewertet. Eine Stimulation fuhrt zur signifikanten
Reduktion des strahleninduzierten Zelltodes in T-Zellen. Dieser protektive Effekt war nicht in aktivierten CD34+
Vorlauferzellen (expand.) zu erkennen. t-Test, signifikante Unterschiede *PBLs unstim - PBLs stim (0,25/0,5/1/2
Gy), *Th unstim - Th stim (0,125/0,25/0,5/1/2 Gy), *CTL unstim - CTL stim (0,25/1/2 Gy), *p < 0,05, Mittelwert, SD
n=3.

Interessanterweise ist eine solche Protektion gegenuber IR nicht in aktivierten und
proliferierenden CD34+ Vorlauferzellen (expand.: kultiviert in speziellem Expansionsmedium)
zu erkennen (Abb. 3.25 B, auch in Abb. 3.1 dargestellt). Dieser protektive Effekt der Stimulation
scheint spezifisch fur Lymphozyten bzw. fir den T-Zellrezeptor zu sein.

Der schutzende Effekt der Stimulation konnte auch in CTL, Th und Treg nachgewiesen
werden, die vor Stimulation und Bestrahlung mit magnetischen Beads isoliert wurden (Abb.
3.26; im Anhang Abb. 6.5). Auch hier wurden die nicht-stimulierten T-Zellen aus Abb. 3.4 B
mit ihrem stimulierten Gegenpart verglichen (im Anhang Abb. 6.6, Zellzyklusanalyse). Th und

Treg zeigten nach CD3/CD28-Stimulation signifikant weniger strahleninduzierten Zelltod nach
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0,5 und 1 Gy. Demnach sieht man bei Th nach 1 Gy eine Reduktion des induzierten Zelltods
von 38 auf 17 %, bei Treg eine Reduktion von 24 auf 13 %. Fir stimulierte CTL konnte lediglich
eine Tendenz einer geringeren Zelltodinduktion festgestellt werden, da die Experimente eine

erhohte Varianz aufwiesen.
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Abb. 3.26: Vergleich der Zelltodinduktion (AnnexinV) von aufgereinigten und unstimulierten bzw.
stimulierten CTL, Th und Treg 72 h nach Bestrahlung mit 0,5 und 1 Gy. t-Test, *p < 0,05, **p < 0,01,
***p < 0,001, Mittelwert, SEM, n = 3.

Um zu untersuchen, ob die Zellen nach IR in Apoptose oder Nekrose untergehen, wurden
AnnexinV/Pl Farbungen durchgefuhrt. Die Abb. 3.27 (im Anhang Abb. 6.8) zeigt die
strahleninduzierte Apoptose und Nekrose nach verschiedenen Zeitpunkten (6 bis 72 h) in
unstimulierten (u) und stimulierten (s) PBLs nach einer Bestrahlung von 1 Gy. 6 h nach 1 Gy
waren noch keine signifikanten Unterschiede zwischen unstimulierten und stimulierten PBLs
in der Zelltodinduktion erkennbar. 12 h nach IR wurde in unstimulierten PBLs bereits signifikant
mehr Apoptose als in stimulierten PBLs induziert. Der strahleninduzierte Zelltod wird somit
innerhalb des sehr kurzen Zeitraums von 6 bis 12 h eingeleitet. Stimulierte PBLs zeigten auch
24, 48 und 72 h nach 1 Gy signifikant geringere Mengen induzierter apoptotischer Zellen als
unstimulierte PBLs. Der induzierte Zelltod (Apoptose + Nekrose) in unstimulierten PBLs steigt
innerhalb von 72 h auf ~ 56 %, in stimulierten PBLs nur auf 26 % an. Eine Zunahme
nekrotischer Zellen war ab 24 h zu erkennen, insgesamt jedoch deutlich geringer als

apoptotische Zellen.
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Abb. 3.27: Induzierte Apoptose und Nekrose in unstimulierten vs. stimulierten Lymphozyten nach 1 Gy zu
unterschiedlichen Zeitpunkten. AnnexinV/PI-Farbung in PBLs. t-Test (apoptotischer Anteil), **p < 0,01.
Mittelwert, SD, n = 3 - 4.

Ein weiterer Endpunkt der Apoptose ist die Fragmentierung der DNA. Diese wurde mittels
SubG1 Messung ermittelt. Abb. 3.28 zeigt, dass unstimulierte PBLs 24 h nach 1 Gy mehr DNA-
Fragmente bilden als stimulierte PBLs, was sich in einer Erhdhung des SubG1-Peaks
manifestiert. Die Abb. 3.28 A stellt reprasentative. Histogramme im direkten Vergleich beider

Populationen dar, B ist die Quantifizierung der SubG1-Induktion von n = 3.
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Abb. 3.28: SubG1 Messung in unstimulierten und stimulierten PBLs 24 h nach 1 Gy. A: Reprasentative
Histogramme der SubG1 Farbung (Pl) in Kontrolle (Ko) und 1 Gy bestrahlten PBLs. blau, unstim; rot, stim.
B: Quantifizierung der strahleninduzierten SubG1 Fraktion als Zeichen der DNA-Fragmentierung aus drei
unabhangigen Versuchen. t-Test, ** p < 0,01, Mittelwert, SD, n = 4.
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Generell zeigten Lymphozyten nach IR eine vermehrte Induktion von Apoptose, weniger von
Nekrose, sowie eine strahleninduzierte DNA-Fragmentierung. Weiterhin bewirkte eine
Aktivierung der T-Zellrezeptoren CD3 und CD28, ein typischer Prozess der T-Zell

Immunantwort, einen signifikanten Schutz gegenuber IR-induzierten Zelltod.

3.9 Untersuchung der Reparatur von strahleninduzierten DNA-
Doppelstrangbriichen und -Einzelstrangbriichen in unstimulierten und
stimulierten Lymphozyten

Um zu untersuchen, warum unstimulierte PBLs sensitiver gegenuber IR als stimulierte PBLs

sind, wurden zuerst die durch Strahlung vermittelten DNA-Schaden wund die

Reparaturkapazitat beider Populationen verglichen. Mit Hilfe des alkalischen Comet Assays

werden hauptsachlich SSB, aber auch DSB und alkalische-labile Stellen nachgewiesen. Die

Abb. 6.9 (im Anhang) zeigt die Induktion von SSB 1 min nach unterschiedlichen Dosen von y-

Strahlung. 5 Gy zeigte den deutlichsten Anstieg der Schweife und wurde fir die folgenden

Kinetikstudien verwendet. Schaut man sich die Induktion der SSB in unstimulierten und

stimulierten PBLs an, so zeigten stimulierte PBLs in der Tendenz direkt nach 5 Gy eine hdhere

Anzahl an SSB (0 h Wert entspricht DNA-Schaden direkt nach IR), dies war jedoch nicht

signifikant (Abb. 3.29, A, Quantifizierung; B, reprasentative Bilder). Die Reparatur bzw.

zeitliche Abnahme der DNA-Schaden war in beiden Populationen deutlich erkennbar und in
der Reduktion der Kometenschweife sichtbar. 1 h nach Exposition mit 5 Gy ndherten sich die

DNA-Schaden dem basalen Wert der Kontrolle an. Nach 2 bzw. 4 h konnten keine DNA-

Fragmente in Form eines Schweifs mehr nachgewiesen werden, was auf eine vollstandige

Reparatur der SSB schliel3en Iasst.

DSB wurden anhand des Neutralen Comet Assays nachgewiesen. Abb. 3.30 A und B zeigen,
dass in der Induktion der DSB und auch in der Reparatur der Schaden keine signifikanten
Unterschiede zwischen unstimulierten und stimulierten Lymphozyten vorliegen. Nach 120

bzw. 240 min waren die DSB vollstandig repariert.
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Abb. 3.29: Alkalischer Comet Assay zum Nachweis von DNA-Einzelstrangbriichen in unstimulierten und
stimulierten Lymphozyten. A: Quantifizierung der Reparaturkinetik dreier unabhangiger Experimente nach
Exposition mit 5 Gy und unterschiedlichen Zeitpunkten. Mittelwert, SD, n = 3. B: Reprasentative Bilder der
Kometenschweife. Ko, unbestrahlt; 0 - 240 min nach 5 Gy IR.

Jedoch erscheint die zeitliche Reduktion der DSB in den Lymphozyten verzogerter Abzulaufen
als die Reduktion der SSB (Abb. 3.29). Generell reparierten Lymphozyten die durch IR-
induzierten SSB und DSB effizient. Es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen

unstimulierten und stimulierten Lymphozyten festgestellt werden.
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Abb. 3.30: Neutraler Comet Assay zum Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen in unstimulierten und
stimulierten Lymphozyten. A: Quantifizierung der Reparaturkinetik dreier unabhangiger Experimente nach
Exposition mit 5 Gy und unterschiedlichen Zeitpunkten. Mittelwert, SD, n = 3. B: Reprasentative Bilder der
Kometenschweife. Ko, unbestrahlt; 0 - 240 min nach 5 Gy IR.

3.10 Expression und Induktion von p53 und des FasR nach IR

Nach der Induktion von DNA-Schaden wird das flir seine multiplen Funktionen bekannte p53
aktiviert. Dieses kann je nach Phosphorylierung Zelltod, DNA-Reparatur, Zellzyklusarrest oder
auch Zelliberleben einleiten (Oren, 2003; Canman et al., 1998). Abb. 3.31 A zeigt die p53
Induktion in Lymphozyten 6 bzw. 24 h nach 1 Gy Bestrahlung. In beiden Populationen wurde
nach 6 h p53 induziert und war auch 24 h nach Exposition mit 1 Gy in den Zellen
nachzuweisen. p53 wurde basal auch in unbehandelten (Ko), stimulierten Lymphozyten
exprimiert. Die Aktivierung von CD3 und CD28 induzierte somit in Lymphozyten p53,

unabhangig von einer Behandlung mit y-Strahlung.
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Abb. 3.31: Expression von p53 in unstimulierten und stimulierten Lymphozyten nach unterschiedlichen
Zeitpunkten und einer Exposition von 1 Gy. A. Expression von p53 (rot) und der Ladekontrolle ERK2 (griin) 6
bzw. 24h nach IR (Western Blot). B: Expression und Phosphorylierung von p53 an Ser46 und Ser15 3 h nach 1Gy
Bestrahlung. C: Expression von HIPK2 und XRCC1. Ladekontrolle ist ERK2 (Western Blot).

Um zu untersuchen, ob die Unterschiede in der Strahlensensitivitdt mit unterschiedlichen
Phosphorylierungen von p53 zwischen nicht-stimulierten und stimulierten Lymphozyten
einhergeht, wurden weitere Proteinuntersuchungen mittels Western Blots durchgefihrt (Abb.
3.31 B). Vergleicht man die Phosphorylierungsstellen von p53 an Ser46 und Ser15, so kann
man auch hier keine Unterschiede zwischen unstimulierten und stimulierten Lymphozyten
feststellen. So wurde in beiden Populationen nach 1 Gy Bestrahlung p53 an den Positionen
Ser46 und Ser15 phosphoryliert. Dies bedeutet, dass sowohl apoptotische als auch
transkriptionelle Funktionen von p53 aktiviert werden. Ausloser der p53 Phosphorylierungen
sind sehr wahrscheinlich Faktoren der DDR. Die Abb. 3.31 C zeigt die Expression von XRCC1
in Lymphozyten, das in Zellen der myeloiden Reihe wie Monozyten und Granulozyten nicht
exprimiert wird und in einer Sensitivierung gegenlber gentoxischen Stress in Monozyten
resultiert (Bauer et al., 2011, Haak, Masterarbeit 2016). HIPK2, eine Kinase, die nach

gentoxischem Stress u.a. p53 an Ser46 phosphoryliert (Hofmann et al., 2002), konnte in den
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Lymphozyten nicht nachgewiesen werden. Als Positivkontrolle hierfir dienten fur die Western
Blots CDT-behandelte HCT116-Zellen, die bei HIPK2 eine deutliche Bande zeigten und die
Effizienz des Antikdrpers bestatigen (in Abb. nicht gezeigt).

p53 ist u.a. ein Transkriptionsfaktor flr den Fas-Rezeptor (FasR), der nach Aktivierung einen
Caspase-abhangigen Zelltod auslésen kann. Der FasR wurde in unbestrahlten und 1 Gy
bestrahlten Lymphozyten mit einem  Fluorochrom-gekoppelten  Antikorper am
Durchflusszytometer analysiert (Abb. 3.32, A, reprasentative Histogramme; B Quantifizierung
nach 24 h). Ausschlief3lich stimulierte Lymphozyten zeigten deutliche Signale einer FasR-
Expression, signifikant starker als in unstimulierten Lymphozyten. Dies war auch basal (Ko) zu
erkennen, unabhangig von einer Exposition mit IR und kann vermutlich auf die basale p53-
Expression in stimulierten Lymphozyten zurtckgefihrt werden kann. In stimulierten wie auch
in unstimulierten Lymphozyten induzierte IR keine FasR-Expression, wobei vor allem in den
sehr strahlensensitiven unstimulierten Lymphozyten ein Anstieg der FasR-Expression zu

erwarten gewesen ware.
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Abb. 3.32: Farbung des Fas-Rezeptors in unstimulierten (blau) und stimulierten (rot) PBLs und Analyse am
Durchflusszytometer. A: Reprasentative Histogramme des FasR-Signals in unbehandelten (Ko) und 1 Gy
bestrahlten PBLs nach 24 h. Eine Verschiebung des Signals nach rechts bedeutet eine Erhéhung der FasR-
Expression an der Zelloberflache. B: Quantifizierung des FasR-Signals (% der nach rechts verschobenen
Population im Histogramm). t-Test, *p < 0,05, **p < 0,01, Mittelwert, SD, n = 3.

Die FasR-Signale wurden auch in den PBLs markierten CTL (CD3+ CD8+) und Th (CD3+
CD4+) Population gemessen. Auch hier zeigten CTL und Th nur in stimulierten PBLs erhéhte
FasR-Signale, die nicht durch eine Exposition mit IR beeinflusst wurden (im Anhang Abb. 6.10
A und B).
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3.11 Caspase-Aktivitat und Effekt der Caspase-Inhibition in Lymphozyten

Der Fas-Rezeptor I6st den Caspase-abhangigen Zelltod Uber eine Aktivierung der Initiator-
Caspase-8 aus (Gnesutta & Minden, 2003). Im Kontext der gemessenen FasR-Expression in
den strahlenresistenten, stimulierten PBLs wirde man jedoch in dieser Population eine
erhdhte Caspase-Aktivitat erwarten, im Zusammenhang einer erhdhten Strahlensensitivitat

jedoch héhere Caspase-Aktivitaten in unstimulierten Lymphozyten.
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Abb. 3.33: Expression und Spaltung der Initiator-Caspasen-8, -9 und -2, der Effektor-Caspasen-3 und -7
sowie PARP-1 in unbestrahlten (Ko) und 1 Gy bestrahlten PBLs nach 6 bzw. 24 h. Gespaltene Caspasen
sind nur in stimulierten PBLs detektierbar. Dies ist auch schon in der Kontrolle sichtbar ohne zusatzliche IR
Exposition. Ausnahme bildet die Caspase-2, deren Spaltung auch in unstimulierten PBLs detektiert wird (n = 2).
Eine Spaltung von PARP-1 als Signal der Caspase-Aktivitat ist nur in stimulierten PBLs nachweisbar, auch in der
unbehandelten Kontrolle. Allerdings ist eine Zunahme der PARP-1 Spaltung 24 h nach IR in stimulierten Zellen
erkennbar. Ladekontrolle ERK2 (Western Blot).

Eine Spaltung der Initiator-Caspasen ist Voraussetzung, um die Signalkaskade der Effektor-
Caspasen zu aktivieren. Abb. 3.33 zeigt die Expression bzw. Spaltung der Initiator-Caspasen-
8, -9 und -2 sowie der Effektor-Caspasen-3 und -7 und PARP-1. Eine Spaltung der Caspasen-
8, -9 sowie der Caspasen-3 und -7 ist nur in stimulierten PBLs unabhangig von einer
Bestrahlung zu erkennen, was auf eine erhdhte Caspase-Aktivitat in dieser Population
schlieRen lasst. Die Spaltung von PARP-1 ist ein eindeutiger Hinweis der Caspase-3/-7-
Aktivitat. In Ubereinstimmung mit den beobachteten Caspase-Spaltungen war auch nur in den
stimulierten PBLs eine Spaltung von PARP-1 zu erkennen. Diese Spaltung wurde, anders als

bei den Caspasen, durch IR nach 24 h verstarkt, war aber schon deutlich in der Kontrolle
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aufgrund der T-Zellrezeptor-Aktivierung nachweisbar. Eine Ausnahme bildete die Caspase-2,
deren Spaltung in unstimulierten PBLs nach IR induziert wurde, aber auch schon in der

Kontrolle gespalten vorlag.

Erganzend zur PARP-1 Spaltung wurde mittels eines spezifischen Lumineszenz-Assays die
Caspase-3/-7 Aktivitdt gemessen. Auch hier zeigten stimulierte PBLs unabhangig von einer
IR-Exposition deutlich héhere Signale als unstimulierte PBLs. In unstimulierten PBLs lasst sich
ein leichter, strahleninduzierter Anstieg der Caspase-3/-7-Aktivitdt nachweisen (ns, t-Test), die
jedoch weit unterhalb der stimulierten Population lag (Abb. 3.34 nach 24 h, im Anhang Abb.
6.11 nach 6 h).

107

106+

Lumineszens-Signal (Caspase-3/-7)

10°-
Ko 1 Gy

Abb. 3.34: Analyse der Caspase-3/7-Aktivitdt mittels Lumineszenz-Assay in unstimulierten und stimulierten

Lymphozyten (PBLs), unbehandelt (Ko) oder 24 h nach 1 Gy. Logarithmische Skala. t-Test, *p < 0,05, Mittelwert,
SD,n = 3.

Um eine mdgliche Beteiligung von Caspasen im strahleninduzierten Zelltod von unstimulierten
und stimulierten Lymphozyten weiter auszuschlieRen, wurden die Zellen vor ihrer Exposition
mit IR mit einem Pan-Caspase-Inhibitor behandelt, der die Aktivitat der gesamten Caspasen
hemmt. Abb. 3.35 A zeigt den IR-vermittelten Zelltod von 0,5 und 1 Gy bestrahlten PBLs, die
1 h vor Exposition mir IR nicht (links) bzw. mit (rechts) einem Pan-Caspase-Inhibitor
vorbehandelt wurden. Ohne Inhibitor zeigen unstimulierte PBLs nach 0,5 und 1 Gy die schon
zuvor ermittelte, hohe Strahlensensitivitdt im Vergleich zu stimulierten Zellen. Wurden die
unterschiedlichen Populationen vor Exposition mit IR mit einem Pan-Caspase-Inhibitor
vorbehandelt, so waren erstens die Unterschiede zwischen unstimulierten und stimulierten

PBLs weiterhin signifikant, zweitens wurde weder in unstimulierten noch stimulierten PBLs ein
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Schutz gegentber IR vermittelt. Eine Aktivierung der Caspasen ist fir den strahlenvermittelten
Zelltod von Lymphozyten nicht erforderlich. Die Effektivitat des Pan-Caspase-Inhibitors wurde
im zuvor genannten Caspase-Aktivitats-Lumineszenz Assays an stimulierten PBLs getestet,
wobei eine effektive Wirkung des Inhibitors im verwendeten Konzentrationsbereich von 20 uM
bestéatigt werden konnte (Abb. 3.35 B).
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Abb. 3.35: IR-induzierter Zelltod nach 24 h in unstimulierten und stimulierten Lymphozyten ohne Pan-
Caspase-Inhibition (A links) bzw. mit Pan-Caspase-Inhibition (A rechts) 24 h nach Behandlung.
A: AnnexinV/PI-Farbung in PBLs. t-Test, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Mittelwert, SD, n = 4 (A), n = 2 (B).
B: Uberpriifung der Effizienz des Pan Caspase-Inhibitors Z-VAD-FMK (20 uM) mittels Caspase-3/7-Aktivitats-
Lumineszenz Assays.

Um zu untersuchen, ob die Caspase-2 aufgrund der Expression bzw. Spaltung im Western
Blot (Abb. 3.33) am IR-vermittelten Zelltod beteiligt ist, wurden die Zellen mit einem
spezifischen Caspase-2-Inhibitor vorbehandelt. Auch hier konnten unstimulierte PBLs nicht
vor strahleninduziertem Zelltod geschitzt werden (Abb. 3.36). Aufgrund der hohen
interexperimentellen Varianz war aber der Unterschied zwischen unstimulierten und
stimulierten PBLs nicht mehr signifikant. In einem weiteren Experiment (n = 1) wurde eine
hohere Dosis des Caspase-2-Inhibitors von 40 uM verwendet. Ein deutlicher Schutz der Zellen

vor y-Strahlung war auch hier nicht ersichtlich (Abb. 3.36).
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Abb. 3.36: IR-induzierter Zelltod nach 24 h in unstimulierten und stimulierten Lymphozyten ohne (links) und
mit Caspase-2-Inhibition (rechts). AnnexinV/PI-Farbung in PBLs. Caspase-2-Inhibitor Z-VDVAD-FMK FMKO003.
t-Test, ***p < 0,001. Mittelwert, SD, n =3 - 4.

Um die Rolle einer méglichen Pyroptose als Ursache fiir den strahleninduzierten Zelltod in
unstimulierten Lymphozyten auszuschlieRen, wurde ein weiterer Fokus auf die Caspase-1 und
deren Substrat Gasdermin D gelegt. Es konnte jedoch weder in unstimulierten noch in
stimulierten Lymphozyten eine Spaltung der Caspase-1 und deren Substrat Gasdermin D
festgestellt werden (Abb. 3.37 A). Weiterhin konnte eine spezifische Caspase-1-Inhibition
keinen schitzenden Effekt gegen den IR-vermittelten Zelltod in unstimulierten wie auch
stimulierten Lymphozyten hervorrufen (Abb. 3.37 B). Pyroptose kann somit weitgehend

ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.37: A: Expression und Spaltung von Gasdermin D und Caspase-1 in unbestrahlten (Ko) und 1 Gy
bestrahlten Lymphozyten (PBLs) nach 6 bzw. 24 h. B: IR-induzierter Zelltod nach 24 h in unstimulierten und
stimulierten Lymphozyten ohne (links) und mit Caspase-1-Inhibition (rechts). AnnexinV/PI-Farbung in PBLs.
Caspase-1-Inhibitor Z-WEHD-FMK. Mittelwert, SD, n = 2 — 4.
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Zusammengefasst kann also auf einen Caspase-unabhéangigen, strahleninduzierten Zelltod in
Lymphozyten geschlossen werden. Allerdings bedarf die Bedeutung der endgliltigen Rolle der

Caspase-2 (Bsp. Caspase-2-Aktivitatsassay) sowie der Caspase-11 noch weiterer Studien.

3.12 Einfluss einer Inhibition von PARP auf die Strahlensensitivitat von
Lymphozyten

Strahlung induziert in Zellen SSB, an deren Reparatur PARP-1 beteiligt ist. Eine PARP-1
Spaltung konnte nur in stimulierten PBLs nachgewiesen werden, unabhangig von der
Exposition mit IR. Das lasst vermuten, dass durch die PARP-1 Spaltung weniger PARP-
Aktivitat in stimulierten Lymphozyten vorliegt bzw. weniger PARP nach aufReren Einfliissen
aktiviert werden kann. Trotz der hohen Strahlensensitivitat von unstimulierten Lymphozyten
konnte in diesem Zellsystem keine Caspase-Aktivitat bzw. Spaltung von Caspasen gemessen
werden. Im Folgenden wurde uberprift, inwieweit der PARP-abhangige Zelltod, auch
Parthanatos genannt, involviert ist.

Die Abb. 3.38 A zeigt den strahleninduzierten Zelltod nach 24 h in Lymphozytenpopulationen
ohne Inhibition (links) und mit Inhibition von PARP (rechts) durch Olaparib nach 0,5 bzw. 1 Gy
IR. Eine Hemmung von PARP hatte keinen Einfluss auf den strahleninduzierten Zelltod, weder
in unstimulierten noch stimulierten PBLs. Eine Erhéhung der Olaparib-Konzentration auf 5 yM
hatte weder eine schitzende, noch sensitivierende Wirkung auf unstimulierte Lymphozyten
gegenuber IR (Abb. 3.38 B).

Die Effektivitat von Olaparib wurde mit eine PAR-Farbung in H,O, behandelten Lymphozyten
am LSM Gberprift (Abb. 3.38 C). H,O; induziert SSB, aktiviert somit PARP-1, was wiederum
das Biopolymer PAR synthetisiert. H,O, induzierte die PAR-Bildung in unstimulierten sowie
stimulierten PBLs (Abb. 3.38 C). Die Bildung von PAR war in stimulierten Lymphozyten
deutlich hdher, was vermutlich auf eine starkere Bildung von SSB aufgrund einer Auflockerung
des Chromatins als Folge der Aktivierung und somit ein erleichtertes Eindringen von H,0O;in
das Chromatin ermdglicht (Crompton et al., 2016). Eine Vorbehandlung mit 0,5 yM Olaparib
bewirkt eine deutliche Abnahme des PAR-Signals und bestatigt somit die effiziente Wirkung

des Inhibitors (PAR-Signale in Lymphozyten nach IR im Anhang in Abb. 6.12).
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Abb. 3.38: Einfluss des PARP-Inhibitors Olaparib auf den strahleninduzierten Zelltod von Lymphozyten.
A: Zelltodinduktion (AnnexinV/Pl) von PBLs 24 h nach 0,5 bzw. 1 Gy ohne (links) und mit (rechts) Hemmung von
PARP. Mittelwert, SEM, n = 3. B: Einfluss einer 10fach héheren Dosis von Olaparib auf den strahleninduzierten
Zelltod in unstimulierten PBLs. t-Test, *p < 0,05, Mittelwert, SD, n = 3. C: PAR-Farbung am konfokalen Mikroskop
zur Uberpriifung der Effektivitit von Olaparib in H,02 behandelten Lymphozyten.

Um Parthanatos als Signalweg weiter auszuschlieen, wurde immunhistochemisch AIF in den
Zellen detektiert. Dabei ist eine Translokation von AIF in den Zellkern im Verlauf des PARP-1
vermittelten Zelltodes typisch fur Parthanatos (Wang et al., 2009). Die Abb. 3.39 zeigt die
Farbung und Lokalisation von AIF in unbehandelten (Ko) unstimulierten und stimulierten
Lymphozyten, sowie in 1 Gy exponierten Zellen nach 4 bzw. 24 h. Eine Translokalisation von

AIF in den Zellkern war zu keinem Zeitpunkt nachweisbar.
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Abb. 3.39: Imnmunhistochemische Farbung des Apoptosis-Inducing Factor (AIF) in unstimulierten und
stimulierten Lymphozyten, unbehandelt (Ko) und 4 bzw. 24 h nach 1Gy. Reprasentative 3D-Bildern
aufgenommen am LSM (Z-Stacks) geben die Lokalisierung von AIF auerhalb des Zellkerns wieder. AlF ist nicht
im Zellkern nachweisbar. AIF, griin; Kern, blau.
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AIF-Signale waren nur auerhalb des Zellkerns zu erkennen. Die Z-Stacks verdeutlichen
nochmals, dass die Signale im Zytosol liegen und sehr wahrscheinlich die Mitochondrien als
Speicherort von AIF andeuten. Auffallend in den Z-Stacks ist das sehr ausgepragte und weit
im Raum bzw. Zytosol lokalisierte AlF-Signal in den stimulierten Lymphozyten. Dies resultiert
vermutlich aus einer Erhéhung der Mitochondrienanzahl infolge der gesteigerten
metabolischen Aktivitdt. Dazu mussten in zuklUnftigen Versuchen zusatzlich eine Mitotracker-
Farbung durchgefiihrt werden. Die gezeigten Ergebnisse sprechen gegen Parthanatos als

maoglichen IR-vermittelten Zelltodsignalweg in Lymphozyten.

Erste Hinweise in Richtung einer Autophagie und Seneszenz sind im Anhang unter Abb. 6.13
und 6.14 dargestellt. Autophagie als Recycling- und Schutzmechanismus kann u.a. vor
Gentox-induziertem Zelltod, so auch vor IR, schitzen (Qiang, Wu, Ming, Viollet, & He, 2013).
Vorlaufige Versuche zeigten héhere Autophagie-Signale (CytolD®-Farbungen) in stimulierten
als unstimulierten Zellen (im Anhang Abb. 6.13). IR-vermittelte zugleich einen leichten, aber
signifikanten Anstieg von Zellen in Autophagie in der unstimulierten Fraktion. Weitere
Untersuchungen wie z.B. die Induktion von LC-3B stehen aus und die Daten mussten mit

geeigneten Positivkontrollen verifiziert werden.

Das Gleiche gilt fur einen méglichen Einfluss der Seneszenz. Seneszenz kdnnte so z.B. in
proliferierenden, stimulierten Lymphozyten ausgelést werden und die Zellen vor IR-
vermittelten Zelltod schitzen. Eine Induktion der Seneszenz (FDG-Farbung am
Durchflusszytometer zur Messung der SA-p-Galaktosidase) konnte nach IR, insbesondere in
stimulierten Zellen, nicht festgestellt werden (im Anhang Abb. 6.14). Hier fehlen jedoch

zusatzliche Positivkontrollen. Des Weiteren zeigten stimulierte Zellen eine hohe FDG-
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Autofluoreszenz, was darauf hinweist, dass definierte Gating-Strategien am

Durchflusszytometer nochmals liberdacht werden sollten.

3.13 Einfluss der Inhibition von ATM, ATR, p53 und RIP1 auf die
Strahlensensitivitat von Lymphozyten

Die Prozesse des strahleninduzierten Zelltodes in Lymphozyten werfen Fragen bzgl. des
zugrunde liegenden Signalweges auf. Einerseits ist dieser Caspase-unabhangig, da eine
deutliche Caspaseaktivitat nach T-Zell-Stimulation nicht zum Zelltod fliihrte und eine Inhibiton
von Caspasen keinen Schutz vor IR in unstimulierten Zellen hervorrief. Andererseits zeigten
sie apoptotische Signale durch AnnexinV-Farbung, keine Nekrose oder Anzeichen von
Parthanatos, nach ersten Hinweisen auch keine Autophagie oder Seneszenz. Da aber
vermutet wird, dass die durch Strahlung induzierten DNA-Schéaden trotz ihrer effizienten
Reparatur den Zelltod triggern, wurde die DNA-Schadensantwort naher untersucht. Vor
Exposition mit IR wurden die Lymphozyten mit Inhibitoren gegen ATM, ATR, p53 und der RIP1-
Kinase inkubiert.

Die Ergebnisse sind in Abb. 3.40 dargestellt. Interessanterweise schutzt die Inhibition von
ATM, das Sensorprotein fir DSB, unstimulierte Lymphozyten fast vollstandig von IR-
induziertem Zelltod (von 37 auf 2 %). Dies stellte sich als sehr Uberraschend heraus, da die
Inhibition von ATM insbesondere in Tumorzellen gegenuber IR allgemein als sensibilisierend
beschrieben wird (Hammond & Muschel, 2014). Eine Inhibition von ATR, welches u.a. durch
SSB nach Replikationsstress phosphoryliert wird (Marechal & Zou, 2015), zeigte hingegen
keinen schiutzenden Effekt, sensibilisierte sogar leicht unstimulierte wie auch stimulierte
Lymphozyten. Eine Inhibition von p53 zeigte ebenso keinen Effekt, trotz der zuvor gezeigten
Induktion und Phosphorylierung von p53 nach IR (Abb. 3.40, im Anhang Abb. 6.15 A zeigt
Daten nach Vorbehandlung mit einer héheren Inhibitor-Konzentration von 100 uM). Dies liegt
vermutlich an der Wirkung des p53-Inhibitors (zyklisches-Pifithrin-a), der p53 auf
transkriptioneller Ebene hemmt (Sohn et al., 2009). p53 scheint somit nicht im IR-vermittelten
Zelltod von Lymphozyten involviert zu sein. Zur Vollstandigkeit wurde auch mit Necrostatin-1,
ein Inhibitor der RIP1-Kinase und somit der Nekroptose, vorbehandelt. Necrostatin-1 hatte
keinen Einfluss auf den strahleninduzierten Zelltod in Lymphozyten. Dies schlief3t eine Rolle
der Nekroptose aus, was mit der zuvor ermittelten geringen PI-Positivitédt (Nekrose) der Zellen

einhergeht.
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Abb. 3.40: Effekt der Inhibition von ATM, ATR, p53 und RIP1 auf den strahleninduzierten Zelltod in
unstimulierten und stimulierten Lymphozyten 24 h nach 1 Gy. ATMi (KU60019, 6 uM), ATRi (VE-822, 10 uM),
p53i (Zyklisches Pifithrin-a,, 30 pM) und RIP1i (Necrostatin-1, 100 uM) 1 h Vorbehandlung mit dem Inhibitor, danach
Exposition mit 1 Gy. links, Strahleneffekt ohne Inhibitor; rechts, mit Inhibitor. AnnexinV/PI-Farbung in PBLs. t-Test,
*p < 0,05, Mittelwert, SD, n = 3.

Der Effekt der ATM-Inhibition ist sehr deutlich und wurde, wie in Abb. 3.41 A gezeigt, nochmals
mit einer geringeren Inhibitorkonzentration verifiziert. Da der Inhibitor in DMSO gel6st war und
DMSO ein ROS Fanger ist und somit die Wirkung von IR abschwéachen kdnnte, wurde eine
DMSO Kontrolle mitgefuhrt. DMSO zeigte keine Wirkung auf den IR-vermittelten Zelltod. Der
protektive Effekt der ATM-Hemmung wurde nochmals mit einem anderen ATM-Inhibitor
(KU55933) uberpruft und bestatigt (im Anhang Abb. 6.15 B).

Die Effizienz des Inhibitors wurde mittels pATM-Farbung am konfokalen Mikroskop Uberpruft
(Abb. 3.41 B). So zeigten T-Zellen 30 min nach 2 Gy deutliche Signale von phosphoryliertem
ATM, was auf eine Aktivierung und Autophosphorylierung von ATM hinweist. Werden die
Zellen vor Bestrahlung mit dem ATM-Inhibitor behandelt, so ist kein pATM-Signal detektierbar.

Dies lasst auf eine effektive Wirkung des Inhibitors schlieRen.

Die Untersuchungsergebnisse fuhren zur Schlussfolgerung: ATM, ein Protein, das generell
schitzende Eigenschaften gegeniiber Strahlung und anderen Genotoxinen in Zellen aufweist,

ist in Lymphozyten bzgl. y-Strahlung ein zelltodauslésender Faktor!
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Abb. 3.41: Effekt der Inhibition von ATM auf den strahleninduzierten Zelltod von Lymphozyten.
A: ATMi (KU60019, 3 pM) 1 h Vorbehandlung mit dem Inhibitor, danach Exposition mit 1 Gy. AnnexinV/PI-Farbung
in PBLs. One-Way ANOVA (Dunnett), ****p < 0,0001. Mittelwert, SD, n = 3. B: Immunhistochemische Farbung

(LSM) von pATM (griin) in T-Zellen (CD3, rot) 30 min nach 2 Gy ohne und mit Vorbehandlung des ATM-Inhibitors
(KU60019, 3 uM).

3.14 Einfluss der Inhibition von CHK1 und CHK2 auf die Strahlensensitivitat von
Lymphozyten
Im Folgenden wurde der Effekt einer Hemmung der ATM und ATR Downstream-Kinasen
CHK2 und CHK2 auf den IR-vermittelten Zelltod betrachtet. Die Inhibition resultierte auch hier
in einem signifikanten Schutz unstimulierter Lymphozyten gegentber IR (Abb. 3.42). Die
Inhibition von CHK2 (von 42 auf 19 %) schitzte unstimulierte Lymphozyten effektiver vor y-
Strahlung als die Hemmung von CHK1 (von 42 auf 30 %). Dies kann darauf zurtickgefihrt
werden, dass ATM starker CHK2 aktiviert und CHK1 vielmehr durch ATR phosphoryliert wird
(Bartek & Lukas, 2003). Eine kombinierte Inhibition von CHK1 und CHK2 erbrachte keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zur CHK2-Hemmung. Der Effekt der CHK2-Hemmung
ist jedoch weniger deutlich ausgepragt als die Wirkung des ATM-Inhibitors. Die CHK-

Inhibitoren zeigten keinen Effekt auf die Zelltodinduktion in stimulierten Lymphozyten.
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Abb. 3.42: Effekt der Inhibition von CHK1 und CHK2 auf den strahleninduzierten Zelltod von Lymphozyten.
1 h Vorbehandlung mit CHK1i (UCN-1, 150 nM) und CHK2i (CHK2-Inhibitor 1l, 10 yM), danach Exposition mit 1 Gy
und Zelltodmessung 24 h spater. AnnexinV/PI-Farbung in PBLs. Two-Way ANOVA (Tukey), **p < 0,01,
****p < 0,0001. Mittelwert, SD, n =3 - 5.

3.15 Einfluss der Inhibition des MRN-Komplexes (MRE11) und DNA-PK auf die
Strahlensensitivitat von Lymphozyten
Welchen Effekt hat nun die Hemmung des ATM Upstream-Proteins MRE11 und von DNA-PK
auf den strahleninduzierten Zelltod in Lymphozyten? Der MRN-Komplex aktiviert u.a. direkt
ATM nach einem auftretenden DNA-Schaden. Die Inhibition des MRN-Komplexes wurde Uber
das Agens Mirin vermittelt, das selektiv MRE11 hemmt. Mirin schitzte signifikant unstimulierte
Lymphozyten vor strahleninduziertem Zelltod (Abb. 3.43 A). Dabei konnte der induzierte
Zelltod von unstimulierten Lymphozyten von 41 auf 17 % reduziert werden. Ahnlich zur ATM-
Inhibition zeigte auch die MRN-Komplex-Hemmung keinen Einfluss auf den

strahleninduzierten Zelltod in stimulierten Lymphozyten.
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Abb. 3.43: Effekt der Inhibition von MRE11 und DNA-PK auf den strahleninduzierten Zelltod von
Lymphozyten. 1 h vor IR behandelt mit A: MRE11i (Mirin, 25 uM) oder B: DNA-PKi (KU 0060648, 5 uM), danach
Exposition mit 1 Gy und Zelltodmessung nach 24 h. AnnexinV/PI-Farbung in PBLs. Two-Way ANOVA (Tukey),
*p < 0,05, **p < 0,01. Mittelwerte, SD, n = 3.

DNA-PK, ein Komplex von DNA-PKcs, KU70 und Ku80, ist neben ATM und ATR ein weiterer
Sensor von DNA-Schaden und ein Initiator von deren Reparatur. Eine Inhibition von DNA-PK
vor der Exposition mit IR schitzte Lymphozyten nicht vor einer Einleitung des Zelltodes. Weder
in unstimulierten noch in stimulierten Lymphozyten konnte der IR-induzierte Zelltod reduziert
werden (Abb. 3.43 B). Daruberhinaus war die Hemmung von DNA-PK sensibilisierend
gegenuber IR, insbesondere in stimulierten Lymphozyten. Diese zeigten durch Vorbehandlung
mit dem DNA-PK-Inhibitor einen signifikanten Anstieg des Zelltods von 15 auf 37 %. Der
induzierte Zelltod in unstimulierten Lymphozyten wurde durch die Hemmung von DNA-PK von
40 auf 50 % erhoht.

3.16 Einfluss der Vorbehandlung mit Dasatinib auf die Strahlensensitivitat von
Lymphozyten
ATM kann u.a. Uber die Kinase c-Abl Zelltod ausldsen. Dies sollte mithilfe einer Vorbehandlung
mit Dasatinib, das zur Behandlung von Leukdmien (CML, ALL) verwendet wird und die
Tyrosinkinase c-Abl hemmt, Uberprift werden. Damit kdnnte ausgeschlossen werden, dass
ATM dber eine Aktivierung von c-Abl den Zelltod auslést (Christmann et al., 2007). Die
Lymphozyten wurden zuvor mit Dasatinib behandelt, 1 h spater mit 1 Gy behandelt und nach
24 h der Zelltod gemessen. Es konnte kein Einfluss von Dasatinib auf den strahlenvermittelten

Zelltod in Lymphozyten festgestellt werden (Abb. 3.44).
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Abb. 3.44: Effekt der Vorbehandlung unterschiedlicher Dosen Dasatinib auf den strahleninduzierten Zelltod
von Lymphozyten. AnnexinV/PI-Farbung in PBLs. Mittelwert, SD, n =3 - 5.

Bei der Behandlung mit Dasatinib konnte nicht Gberprift werden, ob spezifisch c-Abl gehemmt
wird, da Dasatinib auch andere Kinasen hemmt (Src, c-Kit). Dies musste in weiteren
Versuchen verifiziert werden. Die Ergebnisse deuten aber darauf hin, dass c-Abl nicht im IR-

induzierten Zelltod von Lymphozyten involviert ist.

Die jeweilige Toxizitat der in dieser Arbeit eingesetzen Inhibitoren wurde zusammenfassend
im Anhang in Abb. 6.16 dargestellt.

3.17 Immunhistochemische Farbung von phospho-ATM in unstimulierten und
stimulierten Lymphozyten
Im nachsten Versuch wurde verglichen, ob es Unterschiede in der strahleninduzierten
Phosphorylierung von ATM und somit in der Aktivitat von ATM in unstimulierten und
stimulierten Lymphozyten gibt. Dazu wurde in 2 Gy exponierten und nicht-exponierten CD3+
T-Zellen (rot) immunhistochemisch pATM (griin) angefarbt und am LSM analysiert (Abb. 3.45
A, B). In stimulierten PBLs wurden hauptsachlich Zellen ausgezahlt, die deutlich in ihrer
Morphologie vergroBert waren. Interessanterweise zeigten bestrahlte, stimulierte T-
Lymphozyten signifikant weniger pATM Signale als unstimulierte Zellen, was auf eine
geringere strahleninduzierte Aktivierung von ATM in den stimulierten Lymphozyten hindeutet.

Die geringe ATM-Aktivitat nach IR-Exposition in stimulierten Lymphozyten bekraftigt die zuvor
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getroffene Aussage, dass ATM ein zelltodinduzierender Faktor in unstimulierten Lymphozyten

ist und stimulierte Zellen resistenter gegenuber IR sind.
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Abb. 3.45: Immunhistochemische Farbung von phospho-ATM (pATM) in unstimulierten und stimulierten
Lymphozyten unbehandelt (Ko) und 0,5 bzw. 3 h nach Exposition mit 2 Gy. A: Reprasentative Bilder,
aufgenommen am LSM. pATM, griin; CD3, rot; Kern, blau. B: Quantifizierung der mittleren Intensitat des pATM-
Signals von 53 - 66 Zellen aus insgesamt 3 Buffy Coats. t-Test, ****p < 0,0001. Mittelwert, SD, n =2 - 3.

Wie zuvor gezeigt (Abb. 3.31) wird in Lymphozyten nach IR p53 induziert und an den
Positionen Ser46 und Ser15 phosphoryliert. In Abb. 3.46 wurde die Expression von p53 in
behandelten und unbehandelten Lymphozyten untersucht, die zuvor mit einem ATM-Inhibitor
behandelt wurden. Als Positivkontrolle dienten (wie auch in Abb. 3.31) mit dem bakteriellen
Toxin CDT behandelte HCT116 Zellen. In ATM-gehemmten unstimulierten sowie stimulierten
Lymphozyten konnte nach Bestrahlung keine Induktion von p53 und auch kein

phosphoryliertes p53 an Ser46 und Ser15 detektiert werden.
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Abb. 3.46: Induktion und Phosphorylierung von p53 nach Hemmung von ATM in unbehandelten (Ko) und
nach 1 Gy exponierten (3h) unstimulierten und stimulierten Lymphozyten. ATMi KU60019, 3 uM. CDT-
behandelte HCT116 als Positivkontrolle. (Western Blot), n = 2.

p53 wird nach IR in Lymphozyten nicht induziert, wenn ATM inhibiert ist. Die Western Blots
bestatigen somit wiederum die Effektivitdt des ATM-Inhibitors KU60019, da die
Phosphorylierung von p53 in direktem Zusammenhang zu einer ATM-Aktivierung steht
(Canman et al., 1998). Wie zuvor gezeigt, konnten keine Unterschiede in der Induktion und
Phosphorylierung von p53 zwischen den IR-resistenten stimulierten und IR-sensitiven
unstimulierten Lymphozyten festgestellt werden (Abb. 3.31) und eine Hemmung von p53 mit
zyklischem Pifithrin-a. hatte keinen Einfluss auf die Strahlensensitivitat der Lymphozyten (Abb.
3.40). Jedoch vermittelt eine ATM-Hemmung eine Strahlenresistenz in Lymphozyten und
unterdrickt gleichzeitig eine p53-Expression und Phosphorylierung. Ein weiterer
Zusammenhang von p53 und einer Zelltodinduktion nach IR musste somit evtl. mit weiteren

p53 Inhibitoren oder p53 siRNA Uberprift werden.

3.18 Analyse der Genexpression mittels Real-Time RT-PCR: Vergleich von
CD3/CD28-aktivierten vs. nicht-aktivierten Lymphozyten

Genexpressionsanalysen werden z.T. Uber Real-Time RT-PCR gemessen, um das
Expressionsmustern anhand isolierter mMRNA zu detektieren. Hier wurde die Genexpression
von unstimulierten und CD3 T-Rezeptor und CD28 Ko-Rezeptor stimulierten Lymphozyten
verglichen. Der mRNA-Pool gibt Hinweise, welche Proteine in Folge der Genaktivitat
translatiert werden kénnen (aber nicht missen) und dem Zellsystem prinzipiell zur Verfiigung
stehen. In diesem Fall kann eine Aussage getroffen werden, welchen genetischen
Aktivitatsstatus die Lymphozyten zum Zeitpunkt der Exposition mit IR oder gentoxischer
Agenzien aufweisen. Dies kénnte Antworten auf die unterschiedliche Strahlensensitivitat
liefern. Deshalb wurden Gene, die in Relation zur DNA-Reparatur, DNA-Schadensantwort,
Apoptose und Uberleben stehen, untersucht.

Die Gene ERCC6, UBE4A und ENOX2 dienten als Referenz, da sie sich in zuvor
durchgefiihrten Tests in ihrer Expression als geeignet erwiesen. Die Expression der Gene in

unstimulierten Lymphozyten wurde auf 1 relativiert. So konnte die X-fache Expression der
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stimulierten Lymphozyten im Vergleich zur unstimulierten Population dargestellt werden. Die
Abb. 3.47 A zeigt eine Tabelle des Genexpressions-Screenings von Zellpopulationen isoliert
aus einem Buffy Coat (n = 1). Es wurde eine Herunterregulation ab 0,5-fach bzw. eine
Hochregulation ab 3-fach zur Kontrolle (unstimulierte Population) als biologisch relevant
definiert. Aufgrund der Komplexitat und dem Aufwand der Experimente wurden in Abb. 3.48 B
nur einige spezifische Gene nochmals bis n = 3 (Zellen aus bis zu drei Buffy Coats)
quantifiziert.

Es stellte sich heraus, dass nur wenige der untersuchten Gene wahrend der
Lymphozytenaktivierung herunterreguliert wurden. Das erscheint auch nicht ungewd6hnlich, da
bei der Stimulation Lymphozyten metabolisch aktiviert werden und somit eine Fille von
Funktionen innerhalb des Prozesses einer Immunantwort ausiiben. Sehr interessant ist das
Ergebnis, dass vor allem das ATM-Gen als eines der wenigen bei Aktivierung des T-
Zellrezeptors transkriptionell herunterreguliert wurde (Abb. 3.47 A). Denn wie zuvor gezeigt ist
ATM in der Zelltodinduktion von Lymphozyten nach IR verantwortlich und eine Aktivierung der
T-Zellrezeptoren geht mit einer Strahlenprotektion einher. Die transkriptionelle ATM-
Herunterregulation konnte auch in weiteren Proben nachgewiesen werden (Abb. 3.47 B).
Weiterhin wurde das proapoptotische Gen PUMA herunterreguliert, was nur in 2 von 3 Buffy
Coats verifiziert werden konnte. Die Gene fir NOX1, das fir die ROS-produzierende NADPH-
Oxidase codiert, RAD52, welches in der DNA-Doppelstrangbruchreparatur aktiv ist, sowie das
Gen fiur die NER-Exonuklease XPG, sind einige der Gene, die nach Stimulation von CD3 und
CD28 in PBLs herunterreguliert wurden.

Auf folgende Gene des Screens konnte u.a. kein deutlicher Einfluss der Stimulation festgestellt
werden: den Regulator der Autophagie Beclin-1, das Gen fir den Autophagie-Faktor ATG?7,
das fir p53 codierende TRP53, MDM?2 als Inhibitor von p53, XIAP und clAP1 als Inhibitoren
der Apoptose, Gene der NER wie XPF und DDB2, Gene der MMR wie MSH6 und MLH3, Gene
der BER wie XRCC1, OGG1, LIG3 und LIG1, CHK2, AKT1, pro-apoptotisches BAX, APAF1
und CASP2, sowie die Gene fir die DNA-Schadenssensoren des MRN Komplexes MRE11a,
RAD50 und NBS1 sowie ATR.

Hochreguliert wurden Gene bzgl. des DNA-Schadenssensors DNA-PK, DNAPKcs und KU70
sowie PARP-1, die MMR-Gene MSH2 und MLH1, das Gen fir den Autophagie-Faktor ATGS3,
CHK1, das fur die Reparatur von alkylierter DNA benétigte MGMT, das vor DNA-Einbau von
oxidierten Nukleotiden schitzende MTH1 und das fir die Reparatur von DNA-Interstrang-
Crosslinks zustadndige FANCD2. FANCD?2 ist auch in der Homologen Rekombination in der
Reparatur von DSB beteiligt ist und mit den zugleich sehr deutlich transkriptionell
hochregulierten Gene BRCA2, RAD51 und BRCA1 nach Translation interagieren kann.
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Abb. 3.47: Genexpressionsanalyse von unstimulierten vs. stimulierten Lymphozyten mittels Real-Time RT-
PCR. A: X-fache Expression verschiedener Gene 48 h nach CD3/CD28-Stimulation von Lymphozyten im Vergleich
zu nicht-stimulierten Lymphozyten (= 1), isoliert aus einem Buffy Coat. B: Verifizierung einiger Gene der Tabelle in

weiteren Buffy Coats bis n = 3 (Mittelwerte).
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Weiterhin wurde das BCL-2-Gen in stimulierten Lymphozyten starker exprimiert, was Pro-
Uberlebenssignale férdern kann. Auch das Gen TRP73 wird induziert, das fir den
Tumorsuppressor p73 codiert und Uberlebenssignale wie auch Zelltod ausldsen kann und u.a.
mit ATM interagiert.

Weiterhin stark transkriptionell hochreguliert waren Gene fiir die Endonuklease FEN1, aktiv in
der BER, NHEJ sowie in der DNA-Synthese in der S-Phase, sowie PCNA (proliferating cell
nuclear antigen), welches nach Translation als ,Gerustprotein® mit vielfaltigen DNA-
Reparaturproteinen interagiert und in der DNA-Replikation beteiligt ist. Bemerkenswert ist
auch die hohe transkriptionelle Induktion der spezialisierten Polymerase POLQ, die im Bereich
der DNA-Doppelstrangbruchreparatur aktiv ist und mit Resistenz gegenuber IR in Verbindung
gebracht wird (Christmann et al., 2003). Das im Screen am starksten induzierte Gen nach
Aktivierung der Lymphozyten war SURVIVIN. Dies ist aufgrund der erhéhten Caspase-Aktivitat
in stimulierten Lymphozyten durchaus logisch, da nach Translation in das Protein Survivin die

Caspase-Aktivitdt hemmt und somit ein Uberleben der aktivierten Zellen durchsetzen kann.

Die Ergebnisse in Abb. 3.47 B zeigen die Mittelwerte von Daten aus bis zu drei Buffy Coats
und bestatigen fur die gezeigten Gene den Trend der Herauf- bzw. Herabregulation der
Tabelle in Abb. 3.47 A. Eine Ausnahme bildet das Gen PUMA, das nach Stimulation von

Lymphozyten aus einem von drei Buffy Coats hochreguliert wurde.

Nachfolgend wird der Effekt einer Hemmung von Survivin und MTH1 auf den
strahleninduzierten Zelltod in Lymphozyten untersucht, da deren transkriptionelle
Hochregulation in aktivierten Lymphozyten pragnant war und daher ihr Einfluss auf das

Uberleben oder Sterben nach Behandlung mit IR nicht auszuschlieRBen ist.

3.19 Einfluss der Inhibition von Survivin auf die Strahlensensitivitait von
Lymphozyten
Survivin ist in stimulierten Lymphozyten im Vergleich zu unstimulierten Zellen transkriptionell
stark hochreguliert. Dies misste in zukinftigen Versuchen auf Proteinebene mittels Western
Blot Analyse verifiziert werden. Im Folgenden wurde der Effekt des Survivin-Inhibitors LLP3
auf den strahleninduzierten Zelltod in Lymphozyten untersucht (Abb. 3.48 A). Es konnte kein
sensitivierender Effekt gegentber IR in stimulierten Lymphozyten ermittelt werden. Survivin
scheint also keinen schitzenden Einfluss in stimulierten Lymphozyten bzgl. IR zu vermitteln.
Es ist daher zu vermuten, dass Survivin die erhdhte Caspase-Aktivitdt in stimulierten
Lymphozyten ,abfangt®. Der Inhibitor hat auch keine Wirkung auf den IR-vermittelten Zelltod

in unstimulierten Lymphozyten.
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Abb. 3.48: Effekt der Survivin-Inhibition (Suri) auf unstimulierte und stimulierte Lymphozyten. A: Einfluss
der Inhibition auf den strahleninduzierten Zelltod. Survivin-Inhibitor (LLP3, 10 uM) 1h vor Exposition mit 1 Gy.
Zelltodmessung nach 24 h. Mittelwert, SD, n = 5 - 6. B: Zelltodinduktion nach 1 yM und 10 uM LLP3 nach 24 h.
Mittelwert, SD, n = 3. AnnexinV/PI-Farbung in PBLs.

In Abb. 3.48 B wird die Toxizitdt des Survivin-Inhibitors (ohne Exposition mit IR) dargestellt.
Es ware zu erwarten gewesen, dass sich stimulierte Lymphozyten deutlich sensitiver
gegenuber einer Survivin-Inhibition verhalten als unstimulierte Zellen, da sie héhere Caspase-
Aktivitdten zeigen. Dies konnte nach Behandlung mit 10 uM des Survivin-Inhibitors nicht
bestéatigt werden. Der induzierte Gesamtzelltod war nicht signifikant und lag bei unstimulierten

Zellen bei 7 %, bei stimulierten bei 11 %.

Zusammengefasst zeigte die Hemmung von Survivin keinen Einfluss auf den IR-induzierten

Zelltod in Lymphozyten.

3.20 Induktion von ROS und der Effekt der MTH1-Inhibition auf Lymphozyten

Nachfolgend wurden ROS in Lymphozyten am Durchflusszytometer bestimmt, um zu
ermitteln, ob sich zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen die ROS-Level
unterscheiden (Protokoll Kapitel 2.2.14). Dabei wurde jeweils der Mean-Wert eines
Histogramms verwendet, der die mittlere Intensitat eines Parameters einer Population
darstellt. In diesem Fall war es die Positivitat bzgl. des ROS-Farbstoffes CM H2DCFDA, die
sich in einer Verschiebung der Population entlang der X-Achse nach rechts im Histogramm
auflert. Im direkten Vergleich von CD3/CD28 aktivierten vs. nicht-aktivierten Lymphozyten

zeigte die aktivierte Population signifikant mehr intrazellulares ROS als nicht-aktivierte Zellen
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(Abb. 3.49 A, rep. Histogramme, B, Quantifizierung der Mittelwerte von drei Experimenten).
Dies kann auf die hohe metabolische Aktivitat aktivierter Zellen und dem daraus resultierenden

zellularen Stress zurlckgeflhrt werden.
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Abb. 3.49: Messung von intrazellulirem ROS in 48 h unstimulierten und stimulierten Lymphozyten.
A: Reprasentative Histogramme, ROS Farbstoff CM H2DCFDA. Mean (Mittlere Intensitat des Gesamtsignals)
B: Quantifizierung des ROS Signals, t-Test, **p < 0,01, Mittelwert, SD, n = 3.

Zur Vollstandigkeit wurde intrazellulares ROS in bestrahlten unstimulierten vs. stimulierten
Lymphozyten und die IR-vermittelte ROS-Induktion 1 min nach Behandlung mit 1 Gy
gemessen (Abb. 3.50).
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Abb. 3.50: Induzierte, intrazellulare ROS-Level in unstimulierten und stimulierten Lymphozyten 1 min nach
1 Gy. Induktion von ROS anhand einer Analyse des Farbstoffs CM H2DCFDA als Mean dargestellt. Mittelwert,
SEM, n = 3.
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Nach 1 min erkennt man in beiden Populationen eine Induktion an intrazellularem ROS. Dies
ist in unstimulierten Lymphozyten sehr gering und fur stimulierte Lymphozyten aufgrund der
hohen interexperimentellen Varianz sehr schwankend. Vermutlich sind die durch IR-induzierte

ROS zu kurzlebig fiir eine Analyse nach 1 min bzw. der Test generell zu unsensitiv.

Die erhéhte Menge an basalen, intrazellularen ROS in stimulierten Lymphozyten kdnnte auch
die erhohte Transkription von MTH1 erklaren. MTH1 schiitzt das das Genom vor oxidativen
Schaden, indem es als Phosphatase oxidierte Nukleotide hydrolysiert (Fujikawa et al., 2001).
Um eine mdgliche Einflussnahme von MTH1 auf den IR-induzierten Zelltod zu analysieren,
wurden die Zellen mit dem MTH1-Inhibitor TH588 vorbehandelt.
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Abb. 3.51: Effekt der MTH1-Inhibition auf den Zelltod unstimulierter und stimulierter Lymphozyten.
A: Einfluss der Inhibition auf den strahleninduzierten Zelltod. MTH1-Inhibitor (TH588, 10 uM), Vorbehandlung 1 h
vor Exposition mit 1 Gy. Zelltodmessung nach 24 h. Mittelwert, SD, n = 4 - 6. B: Zelltodinduktion 24 h nach
Behandlung mit 10 yuM und 50 uM TH588 24. t-Test, *p < 0,05. Mittelwert, SD, n = 4. AnnexinV/PI-Farbung in PBLs.

Eine Hemmung von MTH1 hatte keinen Effekt auf den IR-induzierten Zelltod von Lymphozyten
(Abb. 3.51 A, dies wurde auch mit 50 yM TH588 getestet, hier nicht gezeigt). Somit scheint IR
keine Toxizitat durch Einbau oxidierter Nukleotide in die DNA zu vermitteln. Interessant ist
jedoch die Toxizitdt des MTH1-Inhibitors auf Lymphozyten, da sich hier signifikante
Unterschiede im induzierten Zelltod zwischen beiden Populationen ergaben (Abb. 3.51 B).
Demnach sind stimulierte Lymphozyten deutlich sensitiver gegenuber TH588 als unstimulierte

Lymphozyten und kdnnte auf einen vermehrten Einbau des z.B. hoch-toxischen 8-Oxo-
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Guanins in die replizierende DNA stimulierter Zellen zurtuckgefuhrt werden. Aufrgund der
erhdhten basalen, intrinsische ROS-Menge in stimulierten Lymphozyten (Abb. 3.49) und deren
toxisches Potential iber Oxidation von Nukleotiden kann MTH1 als eine Art Schutzfaktor in

der aktivierten Population angesehen werden.

3.21 Toxizitat des Radiomimetikums CDT auf Lymphozyten

CDT (cytolethal distending toxin) wird als sog. Radiomimetikum beschrieben, da es ahnlich
wie IR aufgrund der Endonukleaseaktivitdt der B-Untereinheit DSB erzeugt und eine
entsprechende DNA-Schadensantwort hervorruft (Fahrer et al., 2014). Die Abb. 3.52 A zeigt
die Zelltodinduktion geringer Mengen von CDT im Vergleich zu 1 Gy exponierten Lymphozyten
(linker Abschnitt der Grafik). Im Gegensatz zu IR zeigten jedoch stimulierte Lymphozyten eine
signifikant héhere Zelltodinduktion, hauptsachlich in Form der Apoptose, als unstimulierte
Lymphozyten. Unstimulierte Zellen induzierten bei 0,00425 ug/ml bzw. 0,034 ug/ml nur 3 bzw.
4 % Zelltod, stimulierte Zellen hingegen 26 und 46 %.
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Abb. 3.52: Zelltodinduktion in Lymphozyten 24 h nach CDT-Behandlung. A: Induktion des Zelltodes nach
CDT-Behandlung (rechts) im Vergleich zu 1 Gy exponierten Zellen (links). B: Induktion des Zelltodes nach
Behandlung mit dem in der B-Untereinheit mutierten und katalytisch inaktiven CDTm. t-Test, **p < 0,01,
***p < 0,001, Mittelwerte, SD, n = 3 - 5. AnnexinV/PI-Farbung in PBLs.

Die Toxizitat konnte eindeutig auf die Endonukleaseaktivitat des CDT zurtckgefuhrt werden,
da das in der B-Untereinheit mutierte CDTm keinen Zelltod in den Lymphozyten ausldste (Abb.
3.52 B).

Desweiteren wurden die durch CDT-induzierten DSB in Form einer yH2AX-Farbung ermittelt.
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Die immunhistochemischen Farbungen von yH2AX in CD3+ T-Zellen zeigten 4 und 24 h nach
CDT-Behandlung signifikant mehr DNA-Schaden in stimulierten als in unstimulierte Zellen
(Abb. 3.53 A, fUr reprasentative Bilder; B, Quantifizierung der mittleren yH2AX-Foci-Intensitat).

In unstimulierten T-Zellen blieb das Signal von yH2AX fast vollstédndig aus.
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Abb. 3.53: Immunhistochemische Farbung von yH2AX in unstimulierten und stimulierten CD3+ T-Zellen,
unbehandelt (Ko) bzw. 4 und 24 h nach Behandlung mit 0,034 pg/ml CDT. A: Repréasentative Bilder
aufgenommen am konfokalen Mikroskop, CD3, rot; yH2AX, gelb; Kern, blau. B: Quantifizierung der mittleren
Intensitat des yH2AX-Signals. t-Test, *p < 0,05. Mittelwert, SEM, n = 2 - 3.

Vermutlich kann CDT in stimulierten Zellen besser die DNA erreichen als in unstimulierten
Zellen. Alternativ kann angenommen werden, dass die durch CDT-induzierten SSB und DSB
infolge eines Replikationsstress in den proliferierenden, stimulierten Lymphozyten zum Zelltod
fuhren. Dies misste in weiteren Experimenten untersucht werden, um moégliche Effekte von

CDT hinsichtlich einer Immuntoxizitat besser verstehen zu konnen.

3.22 Zelltodinduktion in Lymphozyten durch Temozolomid

Das alkylierende Agens TMZ I6st in proliferierenden Zellen nach repetitiven
Mismatchreparaturzyklen DSB und somit Zelltod aus. Das kann auch in nicht-proliferierenden
Zellen nach hohen Dosen TMZ aufgrund Uberlappender SSB stattfinden. Resistenzfaktor
dieser durch TMZ ausgeldsten Alkylierungen ist MGMT, welches durch O°BG gehemmt
werden kann und zu einer Sensitivierung der Zelle gegenuber TMZ fuhrt. In Abb. 3.54 A ist die
Zelltodinduktion 72 h nach niedrigen und hohen Dosen TMZ ohne eine Hemmung des auch in
Lymphozyten vorkommenden MGMT durch O°BG dargestellt. TMZ induzierte 72 h nach einer
Dosis von 150 uM lediglich 10 % Zelltod in Lymphozyten, wobei keine signifikanten

Unterschiede zwischen unstimulierten und stimulierten Lymphozyten festgestellt werden
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konnten. Wurde MGMT durch eine Vorbehandlung mit O°BG gehemmt, so zeigten
insbesondere stimulierte Lymphozyten eine deutliche, signifikante Induktion des Zelltodes
bereits bei einer Dosis von 6,25 uM TMZ auf 12 %, von 12,5 uM auf 27 % und 25 uM auf 41
% (Abb. 3.54 B). Auffallend ist, dass bei den sehr geringen Dosen bis 25 uyM TMZ

insbesondere die Nekrose eingeleitet wird. Unstimulierte Zellen untergingen keinen Zelltod.
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Abb. 3.54: Zelltodinduktion (AnnexinV/PIl) von unstimulierten und stimulierten Lymphozyten 72 h nach
Behandlung mit Temozolomid. A: Ohne Vorbehandlung mit 0°BG. B: Mit OSBG-VorbehandIung. AnnexinV/PI-
Farbung in PBLs. t-Test, *p < 0,05, **p < 0,01. Mittelwert, SD, n = 3 - 4.

Das Ausldsen des Zelltodes durch TMZ wurde auch in zuvor aufgereinigten und unstimulierten
bzw. stimulierten Treg, Th und CTL untersucht (Abb. 3.55 A - C). Die Zellen wurden vor der
Behandlung mit TMZ mit O°BG inkubiert. Auch hier waren stimulierte Zellen signifikant
sensitiver als unstimulierte Zellen und leiteten neben Nekrose auch deutlich Apoptose ein. Da
es sich hier um eine Dosis von 50 uM TMZ handelte (Abb. 3.54 B, TMZ-Dosen bis maximal 25
uM), induzieren stimulierte Zellen vermutlich bei héheren TMZ Dosen in Kombination mit O°BG

auch vermehrt Apoptose. So ist in Abb. 3.54 B bei 25 uM TMZ ein signifikanter Unterschied in
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der Apoptose zwischen unstimulierten und stimulierten Lymphozyten erkennbar, nicht aber
nach einer Behandlung von 6,25 und 12,5 uM TMZ.
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Abb. 3.55: Zelltodinduktion durch TMZ in aufgereinigten und unstimulierten bzw. stimulierten A: Treg, B:
Th und C: CTL. Annexin-positiv/Pl-negativ (Apoptose), Annexin-positiv/PI-positiv (Nekrose). Vorbehandelt mit
0°BG. Messung nach 72 h. t-Test, **p < 0,01, ***p < 0,001. Mittelwert, SD, n = 5.
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Auch bei der Fragmentierung der DNA nach TMZ (SubG1-Assay) zeigten stimulierte Treg, Th
und CTL signifikant hdhere, induzierte SubG1-Fraktionen als unstimulierte Zellen (Abb. 3.56

A - C). Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen T-Zellsubpopulationen waren nicht

erkennbar.
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Abb. 3.56: Messung der induzierten SubG1-Fraktion nach 72 h in TMZ-behandelten A: Treg, B: Th und C:
CTL, unstimuliert und CD3-/CD28-stimuliert. t-Test, **p < 0,01, ***p < 0,001. Mittelwert, SD, n = 5.

Fir die durch O°-Methylguanin induzierte Toxizit4t ist DNA-Replikation notwendig, da sich nur
durch diesen Prozess DSB ausbilden kénnen. DNA-Replikation ist nur in stimulierten
Lymphozyten vorhanden, was erklaren konnte, warum die Toxizitdt von TMZ in stimulierten

hoher ist als in unstimulierten Zellen.

3.23 Zelltodinduktion in Lymphozyten durch Mafosfamid

Mafosfamid (in den Graphen als MAF abgekurzt) ist ein Derivat von Cyclophosphamid, ein
therapeutisch breit eingesetztes Chemotherapeutikum und Immunsuppressivum, das DNA
Interstrang-Crosslinks  bildet. Aufgrund seiner Struktur ist fir Mafosfamid keine
Verstoffwechslung durch CYP-Enzyme nétig und kann so in Zellen ohne metabolische
Kompetenz verwendet werden. Es wurde untersucht, ob nicht-stimulierte versus stimulierte
Lymphozyten Unterschiede in der Sensitivitat gegeniiber Mafosfamid aufweisen. Ahnlich zur
Strahlenwirkung waren unstimulierte Lymphozyten signifikant sensitiver als stimulierte
Lymphozyten insbesondere gegenuber niedrigen Dosen an Mafosfamid (Abb. 3.57). Schon
geringe Dosen von 0,1 bis 1 ug/ml Mafosfamid induzierten eine hdhere Induktion von Apoptose
wie auch Nekrose in unstimulierten Lymphozyten. Erst bei einer hohen Dosis von 1,5 pug/ml
Mafosfamid stieg der Zellltod auch in stimulierten Lymphozyten deutlich an (nach 1 pg/ml in

unstimulierten 50 %, in stimulierten Zellen 12 % Zelltod, nach 1,5 pg/ml in unstimulierten 53
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%, in stimulierten Zellen 33 % Zelltod). Ahnlich wie im Fall der IR sind aktivierte und

proliferierende Zellen resistenter gegentiber ein DNA-modifizierendes Ereignis.
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Abb. 3.57: Zelltodinduktion von unstimulierten und stimulierten Lymphozyten 24 h nach Behandlung mit
Mafosfamid. AnnexinV/PI-Farbung in PBLs. t-Test, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Mittelwert, SD, n = 3.

Es konnte gezeigt werden, dass bei geringen Dosen Mafosfamid insbesondere Treg signifikant
sensitiver sind als Th und CTL, was in Folge einer Niedrigdosis-Therapie zu einem Boost der
Immunantwort fuhren kann (Abb. 3.58 A). Die erhdhte Sensitivitdt von Treg ist sehr
wahrscheinlich auf eine Defizienz in der ICL-Reparatur in Treg zurickzufliihren und wird im
Diskussionsteil ndher erlautert (Heylmann et al., 2013). Interessanterweise werden auch Treg

resistenter gegenuber Mafosfamid, wenn sie zuvor stimuliert wurden (Abb. 3.58 B).
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Abb. 3.58: Zelltodinduktion von aufgereinigten Treg, Th und CTL 24 h nach Behandlung mit Mafosfamid. A:
AnnexinV/PI-Farbung. One-Way ANOVA. **p<0,01, Signifikanz bzgl. Apoptose zu CTL, Signifikanz bzgl. Nekrose
zu Th und CTL. Experiment zusammen mit Dr. Martina Bauer durchgefiihrt. Mittelwert, SEM, n = 5. B: Vergleich
des induzierten Zelltodes (AnnexinV-positiv) von unstimulierten und stimulierten Treg nach Mafosfamid-
Behandlung. t-Test, *p < 0,05. Mittelwert, SD, n = 3.
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3.24 Zelltodinduktion in Treg, Th und CTL durch Nimustin und Mitomycin C

Das alkylierende Agens Nimustin, das in der Hirntumortherapie verwendet wird, wurde auf
Toxizitat in Treg, Th und CTL Uberpruft. Die unterschiedlichen Blutzellpopulationen zeigten
eine deutliche Zelltodinduktion nach Behandlung mit 50 bzw. 100 uM Nimustin (Abb. 3.59 A).
So leiteten Treg nach 100 yM Nimustin 17 %, Th 21 % und CTL 27% Zelltod ein. Signifikante
Unterschiede zwischen den T-Zellsubpopulationen konnte aber aufgrund einer hohen

interexperimentellen Varianz nicht festgestellt werden.
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Abb. 3.59: Zelltodinduktion durch Nimustin (A, nach 72 h) und Mitomycin (B, nach 48 h) in aufgereinigten
Treg, Th und CTL. AnnexinV/PI-Farbung. Mittelwert, SD, n = 3.

Die Behandlung mit 2,5 ug/ml des zytotoxischen Antibiotikums Mitymocyin C, welches ahnlich
wie Mafosfamid DNA-Strangverknupfungen bildet, induzierte in allen drei T-
Zellsubpopulationen eine erhebliche Induktion des Zelltodes, hauptsachlich von Apoptose
(Abb. 3.59 B). Die Dosis von 2,5 pg/ml Mitomycin C liegt im Bereich der Plasmakonzentration,
die Patienten nach intravendser Gabe maximal erreichen (0,4 — 3,2 pyg/ml, Referenz eMC).
Signifikante Unterschiede zwischen Treg, Th und CTL in der Zelltodinduktion waren nicht
ersichtlich und lag bei 54 % in Treg, 67 % in Th und 57 % in CTL. Zukinftig kénnten
Zelltodmessungen auf den Dosisbereich von 0,1 — 0,4 ug/ml Mitomycin C erweitert werden,
um mdgliche Unterschiede in der Zelltodinduktion von Treg, Th und CTL hinsichtlich geringer

Dosen zu validieren.
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4 Diskussion

4.1 Lymphoide Immunzellen sowie CD34+ Vorlauferzellen sind sensitiver
gegenuber ionisierender Strahlung als myeloide Immunzellen
Mittels AnnexinV-Messungen konnte gezeigt werden, dass Blutzellen wie T- (Th, CTL), B- und
NK-Zellen, die aus der lymphoiden Reihe entstammen, nach ionisierender Strahlung
signifikant mehr Zelltod untergehen als Zellen der myeloiden Reihe wie Monozyten,
Makrophagen und Dendritische Zellen (Abb. 3.1). Dies war schon bei sehr geringeren Dosen
von 0,125 und 0,25 Gy deutlich zu verzeichnen. Gleiches gilt fur CD34+ Vorlauferzellen aus
dem peripheren Blut, die sich als sehr strahlensensitiv zeigten. Innerhalb der lymphoiden
Reihe zeichneten sich vor allem Th und CTL als auch die B-Zellen als duBert strahlensensitiv
heraus. Mit Blick auf die myeloide Reihen sind Monozyten deutlich sensitiver als die aus ihnen
ausdifferenzierten Makrophagen und DCs. Die Ergebnisse, die erstmalig den Vergleich von
Th, CTL, B-Zellen, NK-Zellen, Monozyten, Makrophagen, DCs und CD34+ Vorlauferzellen
innerhalb eines Experiments zeigen, bestatigen z.T. die Daten aus dem Review Heylmann et
al. (Abb. 4.1), die eine Zusammenfassung mehrerer unterschiedlicher Beobachtungen bzw.
Studien zeigt (Heylmann et al., 2014). Die Studien beschreiben im Gesamtvergleich, dass vor
allem friihe Stammzellen, Th, CTL und vor allem B-Zellen sehr strahlensensitiv sind,
Monozyten und neutrophile Granulozyten je nach Vergleich eine mittlere Sensitivitat zeigen,
Treg, Makrophagen, DCs, NK, Thrombozyten (und deren Vorlaufer die Megakaryozyten) und
Erythrozyten resistenter gegenuber IR sind. Die Ergebnisse beruhen z.T. auf Beobachtungen
von Blutbildern und viele Vergleiche von Strahlensensitivitdten wurden meist innerhalb von T-
und NK-Zellpopulationen vorgenommen (Heylmann et al., 2014). Keine Daten zur
Strahlensensitivitat liegen derzeit flr basophile oder eosinophile Granulozyten vor.
Erythrozyten zeigen erhohte Resistenz, vermutlich aufgrund des Fehlens eines DNA
beinhaltenden Zellkerns, was wiederum IR-induzierte DNA-Schaden als Hauptursache fir die
Sensitivitdt gegenuber IR beschreibt (Kollmann et al.,, 1969; Krokosz & Szweda-
Lewandowska, 2006). So sind die Vorlaufer der Erythrozyten im Knochenmark empfindlicher
gegenuber IR als ausgereifte Erythrozyten. Diese Vorlaufer besitzen noch einen Zellkern mit
DNA (Ji, et al., 2011). Weiterhin erscheinen die sehr frihen totipotenten und multipotenten
CD34+CD38-Stammzellen strahlensensitiver als die weiter ausgereiften CD34+CD38+
oligopotenten Vorlaufer (Hayashi et al., 2004). Daher kann die erhéhte Strahlensensitivitat in
HSC und MPPs im Vergleich zu oligopotenten Vorlauferzellen auf eingeschrankte DSB-
Reparatur, erhdhte Anzahl an yH2AX-Foci und eine erhdhte Expression von p53 und des
Apoptose-stimulierenden Proteins von p53 ASPP1 zuriickgefiihrt werden. Eine Inaktivierung
von p53 und Uberexpression des anti-apoptotischen BCL-2 konnte HSC vor IR-induziertem

Zelltod schitzen (Milyavsky et al., 2010). Desweiteren kdnnen eine eingeschrankte NHEJ, die
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daraus resultierenden groReren Mengen an DSB und die dadurch vermittelte p53 Aktivierung
als Ausléser des IR-induzierten Zelltods in HSCs und MPPs angefuhrt werden. Dies zeigt,
dass auch vor allem im sog. Stammzellmilieu deutliche Unterschiede in der Strahlensensitivitat
vorliegen. Zudem zeigen CFU-GM eine héhere Resistenz gegeniber IR im Vergleich zu CFU-
GEMM, was daraus schlielen lasst, dass wahrend der Ausdifferenzierung von CFU-GEMM
zu CFU-GM eine Strahlenresistenz erworben wird (Akushevich et al., 2011; Kato et al., 2011;
Kato et al., 2013; Oriya et al., 2008).

Unklar ist weiterhin, ob die direkten Vorlaufer der Granulozyten (Neutrophile) und Monozyten
wie CFU-G oder CFU-M strahlensensitiv oder —resistent sind. Gleiches gilt fur die direkten
Vorstufen der T- und B-Zellen Pro-T, Pro-B und dem friihen Vorlaufer CLP (common lymphoid
progenitor). Vergleicht man unterschiedliche Beobachtungen, so zeichnet sich folgendes
Ranking ab: Pro-T > Pro-B = CFU-G > CFU-M = CFU-Eo (Heier et al., 1975; Heylmann et al.,
2014). Dies wurde auch das Blutbild in Abb.1.3 suggerieren (Plowman, 1983). Hier zeigen
Monozyten wellenartige Auf- und Ab-Bewegungen in der Zellzahl mit einem Einpendeln auf
einem Basallevel wahrend der Therapie. Dies deutet auf einen strahlenresistenten Vorlaufer
CFU-M, der effizient Monozyten nachliefert und einer Depletion von Monozyten entgegenwirkt.
Ahnliches kénnte auch fiir neutrophile Granulozyten gelten, da auch hier eine extreme
Abnahme in der Zellzahl wie bei Lymphozyten nicht zu beobachten ist. Lediglich Lymphozyten
zeigen eine massive Depletion im Blut, entweder durch die hohe Sensitivitdt ausgereifter T-
und B-Zellen, vermutlich aber auch aufgrund hoch sensitiver Vorlaufer wie CLP, Pro-T und
Pro-B, die einer Depletion ausgereifter Lymphozyten nicht entgegenwirken kénnen (Heylmann
et al.,, 2014). In zuklnftigen Experimenten misste Uberprift werden, ob sich die Vorlaufer
CFU-GEMM, CFU-M, CFU-G und CLP in der IR-vermittelten Zelltodinduktion unterscheiden.
Hierfir mlssten die Zellen aus menschlichem Knochenmark mit magnetischen Beads oder
durch ein Sorting am FACS isoliert werden und der IR-induzierte Zelltod mittels AnnexinV/PI-
Farbung ermittelt werden. Dadurch kdnnte der Effekt von IR auf das blutbildende System bzw.
der therapeutische Einfluss von Strahlung auf das Immunsystem noch besser vorhergesagt

werden.
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Abb. 4.1: Strahlensensitivitait hamatopoetischer Zellpopulationen im Knochenmark und der Peripherie
zusammengefasst aus unterschiedlichen Studien der letzten Jahrzehnte. CFU-GEMM sind weniger
strahlensensitiv als frihere HSCs, aber strahlensensitiver als CFU-GM. Die Vorlaufer CFU-GEMM, CFU-Mix und
CFU-S sind phanotypisch schwer voneinander zu unterscheiden. Weiterhin zeigen Monozyten und neutrophile
Granulozyten eine héhere Strahlenresistenz als Lymphozyten, jedoch eine hdhere Sensitivitat im Vergleich zu
Makrophagen, Dendritischen Zellen, Erythrozyten und Thrombozyten. Hohe Sensitivitdt gegeniber Strahlung
zeigen insbesondere Th, CTL und B-Zellen und friihe HSCs sowie CD34+ Vorlauferzellen. ma (Maus), hu (Human).
Modifiziert aus Heylmann et al., 2014.

Die unterschiedlichen Sensitivitdten spielen u.a. eine wichtige Rolle im Bereich der Therapie
von malignen Erkrankungen, da sie einen signifikanten Einfluss auf die antitumorale
Immunantwort hervorrufen kénnen. So sind Treg, die innerhalb der T-Lymphozyten einen
strahlenresistenten Phanotyp zeigen (Abb. 3.4), ,Tumor-schitzende® Zellen, da sie vor allem
strahlensensitive Effektor T-Zellen (Th, CTL) und NK-Zellen inhibieren (Gajewski et al., 2013;
Kachikwu et al., 2011; Winzler et al., 2011). Dies kann zu einem Ungleichgewicht der
Blutzellpopulationen in Richtung immunvermittelter Tumorprotektion verschieben, was einen
negativen Einfluss auf die Effizienz der Strahlentherapie nehmen kénnte (Barker et al., 2015).

Die nach Strahlung uberlebenden Tumorzellen sind somit in einem eher immunprotektiven
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Milieu geschitzt (Jacobs et al., 2010). In Abb. 3.4 konnte zwar gezeigt werden, dass Treg
signifikant resistenter gegenuber IR sind als Th oder CTL, Treg jedoch deutlich mehr Zelltod
einleiten als z.B. Monozyten. Inwieweit dieser Treg-Effekt nun relevant in der Krebstherapie
ist, muss in weiteren Experimenten Gberprift werden.

Generell ist der Einfluss von IR auf Blutzellen von sehr vielen Faktoren abhangig, wie z.B. das
Neutralisieren bzw. Abfangen von reaktiven Sauerstoffspezies oder Stickstoffspezies und der
Induktion und Reparatur des DNA-Schadens. Insbesondere die DNA ist das Hauptziel von IR;
die DNA-Reparatur ist die Hauptabwehr vor gentoxischen Wirkungen und auch fir Einleitung
von Zelltodsignalen verantwortlich (Roos & Kaina, 2013; Roos et al., 2016). Bei diesem
Hintergrund ist es von &uRerster Wichtigkeit, die Kapazitdt der DNA-Reparatur der
verschiedenen Blutzellpopulationen zu untersuchen. Denn vor allem die Signalwege der DNA-
Schadensantwort kdnnen Ausldser weiterer vielfaltiger Signalwege im Bereich der Apoptose,
Nekrose, Nekroptose, Autophagie, Pyroptose und weiterer Zelltodwege sein (Fatokun, et al.,
2014; Miao et al., 2010; Roos et al., 2016). Da diese Signalwege gezielt pharmakologisch
aktiviert wie auch inhibiert werden kdénnen, ist ein solches Wissen insbesondere fur
Behandlungsstrategien wie passive oder aktive Immuntherapie in Kombination mit
ionisierender Strahlung und chemischen Genotoxinen zur Optimierung der Krebstherapie
wichtig!

NK-Zellen wurden im Review (Heylmann et al. 2014) als eher strahlenresistent eingeordnet,
was in der hier gezeigten in vitro Studie nicht bestatigt werden konnte (siehe Abb. 3.1). Auch
hier zeigten NK-Zellen eine deutliche Zelltodinduktion nach IR &hnlich wie T-Zellen und
konnten nicht von den anderen lymphoiden Zellen in ihrer Sensitivitdt abgegrenzt werden. Hier
sollten in zukinftigen Versuchen vermehrt NK-Subpopulationen (CD56+ und CD16+)
untersucht werden. Da NK-Zellen tGber CD56 Beads aufgereinigt wurden und einen gewisse
Positivitat fir CD3 zeigten (im Anhang Abb. 6.1), misste in weiteren Versuchen die NK
Zellisolation optimiert werden, um ausschlief3lich reine CD56- bzw. CD16-positive NK-Zellen
zu erhalten (Abb. 3.1). Auch fur Granulozyten (Neutrophile) konnte in diesen Versuchen keine
Strahlensensitivitat festgestellt werden, da sie aber auch schon basal nach 24 h stark erhéhte
Zelltodwerte zeigten (Abb. 3.3). Trypanblaufarbungen zeigten nach 6, 18 und 24 h einen
deutlichen, zeitabhangigen Anstieg basaler Zelltodwerte, wobei eine Exposition mit IR (0,25 —
2 Gy) die Zelltodwerte nicht beeinflusste (Haak, Masterarbeit 2016). Granulozyten stellen in
diesem Zusammenhang ein ,Mysterium“ dar. Sie zeigen DNA induzierte Schaden
(nachgewiesen Uber Comet Assays) und eine verminderte Reparatur dieser Schaden, jedoch
keine yH2AX-Signale oder sonstige Expressionen von Proteinen der DDR wie ATM, ATR,
DNA-PKcs oder MGMT (Haak, Masterarbeit 2016). Granulozyten werden als ausgereifte
Blutzellen vom Knochenmark in den Blutkreislauf entlassen, wo sie eine sehr geringe

Lebenszeit von nur wenigen Tagen besitzen. lhr Schicksal ist es zu sterben, jedoch als eine
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Art ,Minen“ im Blutkreislauf kurzzeitig funktionsfahig zu bleiben und Uber NETosis, dem
Auswerfen der sog. DNA-Netze auf Pathogene, reagieren zu kénnen. Des Weiteren besitzen
Granulozyten als Hauptanteil weilRer Blutkérperchen einen erhdhten Turn Over und werden
sehr schnell nachgebildet. Granulozyten differenzieren nicht weiter aus und proliferieren nicht.
(Bartova et al., 2001; Brinkmann et al., 2004; Cartwright et al., 1964; Dancey et al., 1976;
Dresch et al., 1975; Pillay et al., 2010; Steinbach et al., 1979; Theilgaard-Monch et al., 2005).
Dies ist auch fir Monozyten zutreffend. Sie besitzen eine kurze Lebensspanne im Blut und
differenzieren bei Immunreaktionen zu Makrophagen oder DCs aus, ohne dabei zu
proliferieren (Bauer et al., 2011; van Furth et al., 1979). Aufgrund ihrer geringen Lebenszeit
und Teilungsunfahigkeit ist es fur die Zellen vermutlich ,sinnvoll®, ihre Energie bzw. den
Metabolismus nicht auf DNA-Reparatur bzw. DNA-Schadensabhangiger Zelltodinduktion zu
fokussieren. Die Gefahr der Manifestation einer Mutation und Entartung der Zelle ist im Kontext
der ,vorprogrammierten® kurzen Lebenszeit ohne Proliferation nicht gegeben.

Anders sieht es fir HSCs, CD34+ Vorlauferzellen oder T- und B-Zellen aus. Diese sind deutlich
langlebiger, sind in der Lage zu proliferieren und deutlich empfanglicher in der Auspragung
einer IR-induzierten Mutation, falls sie nach Kontakt mit IR nicht sterben. Die erhéhte
Strahlensensitivitat kann somit ein Schutzmechanismus des Organismus darstellen, der die
Zellen Uber Apoptose oder Nekrose entfernt, um sich so vor der Gefahr einer Mutation und der
Krebsentstehung (z.B. Leukédmie) zu schitzen. Jedoch muss die Nachbildung solcher Zellen
zugig erfolgen, um eine Depletion abzupuffern und einer Immunsuppression entgegenwirken
zu koénnen. Deshalb ist es von duflerster Wichtigkeit, in zukinftigen Versuchen vor allem
spezielle Blutzell-Vorlaufer (Bsp. CLP, CFU-M) zu isolieren und zu phanotypisieren und deren
Sensitivitaten gegen IR zu untersuchen. So kénnen mégliche Anderungen der Sensitivitaten
innerhalb der Hamatopoese auf den Einfluss der fir die Differenzierung verantwortlichen
Zytokine zurtckgefuhrt werden. Dies wurde schon fur Monozyten gezeigt. Monozyten sind
defizient in der BER und NHEJ, da sie die Proteine XRCC1, Ligase Ill, DNA-PKcs und PARP-
1 kaum exprimieren. Wahrend der Ausreifung zu Makrophagen bzw. Dendritischen Zellen mit
den Zytokinen GM-CSF und IL-4 werden die Proteine wieder exprimiert. Aufgrund dieser
Unterschiede in der Reparaturkapazitat sind Monozyten signifikant sensitiver gegeniber ROS
und TMZ im Vergleich zu Makrophagen und DCs (Bauer et al., 2011; Bauer et al., 2012;
Briegert & Kaina, 2007). T-Zellen sowie CD34+ Vorlauferzellen exprimieren die o0.g. Proteine,
sind aber signifikant sensitiver gegenlber IR als Monozyten (Abb. 3.8) (Bauer et al., 2011).
Das bedeutet, dass jene Proteine in der Zelltodinduktion nach IR-vermittelten DNA-Schaden
keine Rolle spielen oder ganz im Gegenteil im Fall von ATM in der Weiterleitung des Signals
in Richtung Zelltod beteiligt sind (mehr dazu in Kapitel 4.4). Im direkten Vergleich zur Induktion
und Reparatur IR-vermittelter DNA-Schaden konnte am LSM keine Unterschiede zwischen

Monozyten und T-Zellen festgestellt werden, was nicht mit den massiven Unterschieden in der
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Zelltodinduktion und Expression relevanter Proteine wie XRCC1, DNA Ligase Il und PARP-1
einhergeht (Abb. 3.8). Dies lasst wiederum vermuten, dass evtl. die DNA-Schadensantwort
selbst fir die Einleitung des Zelltods verantwortlich ist.

Dass myeloide Zellen generell strahlenresistenter sind als lymphoide Zellen Iasst einen
weiteren interessanten und evolutiondren Zusammenhang vermuten und die nachfolgende,
sehr spekulative Betrachtungsweise zu. Das angeborene Immunsystem ist deutlich alter als
das erworbene Immunsystem (Buchmann, 2014; Cooper & Alder, 2006). So zeigten schon die
ersten einzelligen wie mehrzellige Organismen wie Amében sowie Schwamme bis hin zu
Insekten vor 4 — 0,7 Milliarden Jahre (Prokaryoten entstanden vor ca. 4, Eukaryoten vor ca.
2.1 Milliarden Jahren) phagozytierende Funktionen, wobei auch Granulozyten-ahnliche Zellen
und Makrophagen entstanden. T- und B-Zellen entwickelten sich erst vor ca. 450 Millionen
Jahren in Amphibien (Buchmann, 2014; Cooper & Alder, 2006). Dabei war die natirliche
Hintergrundstrahlung, der die Organismen ausgesetzt waren, vor 0,7 — 1 Milliarde Jahren mehr
als doppelt so hoch wie heute, in der friheren Zeitgeschichte sogar noch deutlich héher
(Karam & Leslie, 1996). Evolutionar kénnten sich also Granulozyten, Makrophagen oder
generell Zellen des myeloiden oder angeborenen Systems den gegebenen Einflissen der
naturlichen Strahlung besser angepasst und Resistenzen entwickelt haben, anders als die
zeitgeschichtlich jungeren T-Zellen. Diese Eigenschaften kénnten sich auch im Laufe der
Evolution des Immunsystems im Menschen etabliert haben. Strahlung, wie sie im Vergleich
zur naturlichen Strahlung in sehr hohen Dosen kiinstlich durch den Menschen, wie die
Strahlentherapie oder nach nuklearen Unfallen wie Tschernobyl, hervorgerufen wird, schadigt
somit deutlich Zellen des evolutionar jingeren, adaptiven Immunsystems.

Das Screening zur Immuntoxizitat misste noch auf weitere Zelltypen und Subpopulationen
erweitert werden, wie z.B. tumorassoziierte Makrophagen (TAMS), Th1 und Th2, NK-Zellen
mit CD16 oder CD56 Phanotyp und vor allem verschiedene Vorlauferzellen der myeloiden und
lymphoiden Reihe und der ganz friihen HSCs. Diese kénnten am Zellsorter (FACS) gezielt aus
dem Knochenmark und vendsem Blut isoliert werden, sodass im Anschluss ein Screening
bzgl. einer Exposition gegeniber IR durchgefihrt werden kann. Auf diese Weise kdnnte das
hamatopoetische System noch detaillierter in strahlenresistente bzw. strahlensensitive
Populationen eingeteilt werden. Dadurch koénnten mdgliche Wiederherstellungs- oder
Depletionsmechanismen von Blutzellen in IR-exponierten Personen besser abgeschatzt und
berucksichtigt werden. Ware ein solches Testsystem etabliert, kdnnte es auf weitere klinik-und
therapierelevante Substanzen wie Artesunat, Curcumin, Cisplatin, Temozolomid etc. zur
Abschatzung der Immuntoxizitdt als Nebenwirkung und limitierender Faktor in der
Krebstherapie eingesetzt werden. Dieses ,Immuntox-Testverfahren kénnte in vitro flr

Zelltodmessungen im Labor routinemafig durchgefiihrt werden, wobei parallel Tumorproben
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des Patienten auf die Substanzen getest werden. Dies kdnnte insbesondere in der

personalisierten Krebstherapie Anwendung finden.

4.2 yH2AX als Biomarker fiir DNA-Doppelstrangbriiche und deren Reparatur in
Leukozyten

DNA ist das Hauptziel von IR, da die durch IR induzierten DNA-Schaden, insbesondere die
hochtoxischen DSB das Schicksal der Zelle beeinflussen (Roos & Kaina, 2013). Die Zelle kann
die IR-induzierten DSB lber die NHEJ oder HR reparieren, wodurch (ber das Netzwerk der
DNA-Schadensantwort verschiedene Zelltodmechanismen, ein Uberleben, Gen-Mutationen
oder Zellzyklusarrest induziert werden kénnen (Abb. 1.4). Ein Endpunkt schlie3t dabei einen
weiteren nicht aus. So kann eine fehlerhafte DNA-Reparatur Gen-Mutationen hervorrufen, die
sich beim Uberleben der Zellen manifestieren kénnen, wodurch das Risiko der Karzinogenese
erhdht ist (Deman & Van Larebeke, 2001).

Das Histon 2AX wird nach Erkennen des Schadens von verschiedenen Faktoren der DNA-
Schadenserkennung phosphoryliert, wobei H2AX zu yH2AX phosphoryliert wird und den DNA-
Schaden flankiert (Fernandez-Capetillo et al., 2004). yH2AX ist Hauptmarker fir DSB, wobei
eine Induktion und Abnahme des yH2AX-Signals assoziiert ist mit der Induktion und Reparatur
von DSB (Mariotti et al., 2013). Dies unterliegt jedoch enzymatischen Reaktionen, wie z.B.
einer Phosphorylierung durch ATM und Dephosphorylierung von PP2A, weshalb yH2AX noch
detektierbar ist, wenn der DNA-Strang durch Reparatur wieder zusammengefugt ist (Kinner et
al., 2008).

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die DNA-Reparatureffizienz in dieser Konstellation
unterschiedlicher Blutzellen der lymphoiden und myeloiden Reihe verglichen. Es konnte
gezeigt werden, dass trotz unterschiedlicher Strahlensensitivitdten T-Zellen, B-Zellen, NK-
Zellen, CD34+ Vorlauferzellen sowie Monozyten und Makrophagen effizient DSB innerhalb
von 24 h nach IR reparieren kdnnen (Abb. 3.5 - 3.7). Dies zeigte sich durch eine deutliche
Induktion an yH2AX-Foci nach 1 h und einer darauffolgenden Abnahme dieser Foci innerhalb
von 24 h besonders deutlich in T-Zellen, B-Zellen, CD34+ Vorlaufer und Makrophagen. Dabei
zeigten Bead-isolierte Monozyten nach Analyse am Metafer eine verzbgerte Abnahme des
Signals, auch aufgrund der schon sehr hohen basalen Level an yH2AX-Foci (Abb. 3.5). Dies
kdénnte ein negativer Einfluss der Bead-Isolation wie z.B. zusatzlicher mechanischer Stress
oder die magnetischen Beads selbst sein, die den AK binden. So zeigten Monozyten, die
innerhalb der PBMCs ohne vorheriger Bead-Isolation spezifisch CD14-kogefarbt und am
konfokalen Mikroskop ausgewertet wurden, eine deutliche Abnahme der Foci dhnlich der T-
Zellen sowie sehr geringe basale Mengen an yH2AX-Foci (Abb. 3.7 - 3.8). Bauer et al. zeigten,
dass Monozyten im Vergleich zu DCs und Makrophagen eine deutlich verzdgerte Abnahme

an yH2AX-Foci innerhalb von 24 h aufweisen (Bauer et al., 2011). In dieser Studie wurden die
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Zellen jedoch mit einer deutlich hdheren Dosis von 5 Gy bestrahlt als in dem hier dargestellten
Experiment mit 2 Gy. Vermutlich sind nach héheren Dosen (5 Gy) die Reparaturkapazitaten
von Monozyten erschopft, was zu den erfassten Unterschieden im Vergleich zu Makrophagen
und DCs bzgl. der yH2AX-Foci Abnahme fiihrt. Fiir CD34+ Vorlauferzellen und B-Zellen war
die manuelle Auswertung von yH2AX-Foci nach 24 h am konfokalen Mikroskop schwierig, da
hier schon drastische morphologische Anderungen der Zellen zu sehen waren (Abb. 3.7). Dies
geht einher mit einer deutlichen Fragmentierung von CD34+ Vorlauferzellen nach IR, was am
Durchflusszytometer wahrend der Zelltodmessungen festgestellt werden konnte (Abb. 3.2).
Eine Reparatur bzw. Abnahme der yH2AX nach 4 und 6 h ist jedoch in beiden Populationen,
B-Zellen und CD34+ Vorlauferzellen, zu erkennen. Vral et al. konnten in T- und B-Zellen
ahnliche Level in der DNA-PKcs-Aktivitdt und DSB-Reparatur feststellen (Vral et al., 2001). B-
Zellen scheinen jedoch Defizienz in der NER zu sein, wobei sie beeintrachtigt in der Aktivitat
von DDB2 und Ube1 sind (Hyka-Nouspikel et al., 2011). Generell scheint aber fur Blutzellen,
insbesondere auch fir die lymphoide Reihe, die IR-induzierte DSB-Reparatur zu funktionieren,
aber gleichzeitig die DDR eine Art Ausldser des Zelltodes zu sein (mehr dazu in Kapitel 4.4).
Dies kdnnte eine Art Sicherheitsmechanismus der Zelle sein, den Schaden der DNA in Form
einer akuten ,SOS-Antwort“ zu reparieren, jedoch Uber diesen Mechanismus den Zelltod
einzuleiten. Dies wilrde, wie oben beschrieben, insbesondere in Zellen, die in der Lage sind
zu proliferieren und lange zu Uberleben, der Gefahr einer Manifestation einer Mutation
entgegenwirken.

Granulozyten (aus Buffy Coat isoliert sind dies hauptsachlich neutrophile Granulozyten)
zeigten in diesen Versuchen keine Induktion von yH2AX-Foci (Abb. 3.7). Dies lasst auf eine
defiziente DNA-Reparatur schlieRen, wie sie auch in einer im Institut betreuten Masterarbeit
festgestellt werden konnte (Haak, Masterarbeit 2016). So zeigten Granulozyten keine ATM
oder DNA-PKcs-Expression, Faktoren, die u.a H2AX nach DNA-Schaden phosphorylieren.
Unphosphoryliertes H2AX konnte in Granulozyten nachgewiesen werden. Weiterhin sind IR-
induzierte DNA-Schaden mittels Comet Assays deutlich in Granulozyten nachweisbar (Haak,
Masterarbeit 2016). Eine Reparatur dieser Schaden ist nicht zu erkennen. Aufgrund ihrer
Kurzlebigkeit und ,Kamikazeeigenschaften® bei Kontakt mit Pathogenen scheint ein
Proteinreservoir solcher DNA-Reparaturfaktoren nicht notwendig zu sein. Auch der von
Granulozyten ausgefiihrte Prozess der NETose, das Auswerfen von Chromatin inkl. der daran
gebundenen antimikrobiellen Proteine auf Pathogene, spricht fir eine solche Beobachtung
einer eingeschrankte DNA-Reparatur bzw. dem Verlust wichtiger ausfihrender Proteine der
DDR (Brinkmann et al., 2004). So kdnnte eine funktionierende DNA-Reparatur hinderlich im
Auswurf solcher Chromatinnetze sein. Auch die Daten von Salati et al. bestatigen eine
verminderte Fahigkeit von neutrophilen Granulozyten in der Reparatur von DSB und SSB, die

sie interessanterweise nicht in eosinophilen Granulozyten feststellen konnten (Salati et al.,
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2007). Des Weiteren exprimieren eosinophile Granulozyten im Vergleich zu Neutrophilen das
Protein Nucleophosmin, welches die p53-Antwort nach DNA-Schaden reguliert und Resistenz
gegenuber IR vermitteln kann (Li et al., 2004). In Zukunft kénnte ein Screening der DNA-
Reparaturkapazitat auf weitere Populationen wie Treg oder definierte und zuvor am FACS
isolierte Vorlauferzellen (z.B. GMP, CLP, CFU-M) und der sehr frihen Vorladufer (HSC) aus
dem Knochenmark erweitert werden. Wirde sich eine solch komplexe Versuchsreihe mit
phanotypisierten Zellen des Knochenmarks bzw. peripheren Bluts etablieren, konnten auch
andere DNA-schadigende, klinisch relevante Substanzen getestet werden, um mdgliche
Wechselwirkungen oder immunsuppressive Effekte vorhersagen zu kdénnen. Zuséatzlich
kdnnten weitere DSB Marker wie 53BP1 oder pATM in das Screening aufgenommen werden.
Auch eine Versuchsreihe definierter Blutzellen mittels Neutralem oder Alkalischen Comet
Assay waren weitere Methoden in der Analyse der Reparatur von DSB oder SSB, sowie mit
dem FPG-modifizierten Comet Assay zum Nachweis von Basenmodifikationen durch
Oxidationsprozesse. Solche Daten, ermittelt Gber yH2AX-Farbungen oder Comet Assays,
geben zwar Auskunft Uber den Verlauf einer DNA-Reparatur, jedoch bringen sie keine
Aussage, ob die Reparatur mit fehlerhaften Verknipfungen der DNA-Strange einhergeht. Hier
missten die Experimente auf die Untersuchung chromosomaler Translokationen/Aberrationen
erweitert werden.

Im Zusammenhang mit der Detektion von yH2AX in Blutzellen bestand die Moglichkeit Uber
eine Kooperation mit PD Dr. med. Thomas Kindler (lll. Medizinischen Klinik), Blutproben von
Leukdmiepatienten zu analysieren, die sich in der Phase einer Ganzkdrperbestrahlung
befanden. Die Ganzkdrperbestrahlung wurde nach einer Chemotherapie zur Beseitigung der
malignen Zellen und vor der geplanten Stammzelltransplantation durchgefihrt und hatte den
Zweck der kompletten Depletion der Zellen des hadmatopoetischen Systems. Den Patienten
wurden vor dem Start der Bestrahlungseinheiten zwei Réhrchen vendses Blut zur PBMC- und
Granulozyten-Isolation im Labor zur Feststellung basaler DSB in Form von yH2AX
entnommen. Danach wurde der Patient in fraktionierten Dosen von 2 x 2 Gy pro Tag
(insgesamt 3 Tage, kumulativ 12 Gy) bestrahlt (Abb. 3.9). Am darauffolgenden Tag wurde vor
dem nachsten 2 x 2 Gy Behandlungszyklus erneut vendses Blut fir yH2AX-Analysen
entnommen. Zwischen letzter Bestrahlungseinheit (2 Gy abends) und Isolation fir die yH2AX-
Farbung lag somit jeweils ein Zeitraum von einer Nacht. Man betrachtet in diesem
Zusammenhang somit nicht den Schaden direkt nach IR, sondern residuale Schaden bzw.
persistierendes YyH2AX. Es konnte festgestellt werden, dass wahrend des Zeitraums einer
Ganzkdrperbestrahlung CD3+ T-Zellen signifikant mehr yH2AX-Foci zeigten als CD14+
Monozyten (Abb. 3.10). Dies geht einher mit der héheren Zelltodinduktion von T-Zellen im
Vergleich zu Monozyten und der in Blutbildern ersichtlichen Lymphodepletion wahrend einer
Strahlentherapie (Abb. 1.3 und 3.8). Diese Abnahme an CD3+ T-Zellen konnte im Patienten
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auch am FACS und LSM nachgewiesen werden, wobei T-Zellen deutlich schneller im Blut
depletieren als Monozyten (Abb. 3.13 und 3.14). Monozyten zeigten, &hnlich wie von Plowman
beschrieben (siehe Abb. 1.3), sogar einen kurzzeitigen Anstieg ihrer Zellzahl. Dies lasst wieder
auf einen strahlenresistenten Vorlaufer der Monozyten schlieen, der diese trotz einer
Strahlenexposition schnell nachbilden kann, oder auf eine geringe Zelltodinduktion von
Monozyten und somit einen prozentualen Anstieg dieser Population innerhalb der PBMCs.
Das macht die yH2AX Analyse von Blutzellen in IR-exponierten Patienten sehr spannend, da
man im Gegensatz zu in vitro Versuchen Depletions- und Wiederherstellungsprozesse des
menschlichen Organismus berlcksichtigen muss. So kann es sein, dass geschadigte
Monozyten in das Gewebe eindringen oder durch Makrophagen eliminiert werden. So kénnten
Zellen mit erhdhten DNA-Schaden zielgerichtet vom Organismus entfernt oder ausgeschieden
werden. Bei einem Patienten wurde falschlicherweise Blut direkt nach der ersten 2 Gy-Einheit
anstelle der Kontrollprobe entnommen (Abb. 3.12). Hier zeigte sich ebenfalls, dass auch in
einem kurzen Zeitraum nach Exposition mit IR insbesondere T-Zellen mehr yH2AX-Foci
aufweisen als Monozyten. IR-exponierte Monozyten werden entweder deutlich schneller
nachgebildet als T-Zellen, deutlich schneller vom Organismus ausgeschieden oder erfahren
aufgrund einer anderen Verteilung im Koérper eine geringere Exposition gegenuber IR. Etwa
80 % der Lymphozyten migrieren zwischen Geweben wie Lymphknoten, Thymus, Milz und
peripheren Blut mit einer Zirkulationszeit von ungeféahr 12 h. Dabei wird angenommen, dass
sich Lymphozyten bis zu 30 min wahrend dieser Zirkulation im peripheren Blut befinden
(Agency, 2001; Rothkamm & Horn, 2009). Das kann bedeuten, dass T-Zellen wie auch
Monozyten aufgrund ihrer ungleichmaRigen Verteilung im Korper einer unterschiedlichen
Exposition gegenuber IR ausgesetzt sind und zum Zeitpunkt der Blutenthnahme willktrlich im
peripheren Blut zirkulieren. Unklar ist auch, ob die Zunahme der yH2AX-Foci bzw. die
Unterschiede der Foci-Anzahl zwischen T-Zellen und Monozyten von Tag 0 zu Tag 3 bedingt
ist durch eine hdhere Akkumulation der Foci oder einer verstarkten Induktion bei merhmaliger
IR-Exposition.

Weiterhin ist die Analyse von DNA-Schaden nach dieser Behandlungsmethode an Tag 2 und
3 schwierig, da die starke Abnahme der Blutzellen ein quantitatives als auch qualitatives
Analysieren erschwert. Dies ist auch an morphologischen Veranderungen der Zellen bzw.
Zellkerne aufgrund der hohen, kumulativen Behandlungsdosis zu erkennen. Das dufert sich
insbesondere in der Analyse von CD19+ B- und CD56+ NK-Zellen, die in viel geringeren
Anteilen in PBMCs vorliegen als T-Zellen oder Monozyten (Abb. 3.15). So konnte in einem
Patient ein geringer Anstieg an yH2AX in B-Zellen bis Tag 2 festgestellt werden, aber aufgrund
der Strahlung nach 3 Tagen keine B-Zellen mehr auf dem Objekttrager nachgewiesen werden.
Ahnliches war in einem weiteren Patienten bei der Analyse von NK-Zellen feststellbar. An Tag

0 konnten 36 CD56+ Zellen auf dem Objekttrager gezahlt werden, an Tag 1 waren es es nur
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noch vier, was eine quantitative Auswertung, wie sie bei T-Zellen und Monozyten mdglich war,
nicht zulasst. Fur zuklnftige Analysen am Patient misste ein Auswertungssystem etabliert
werden, dass ahnlich wie das Metafer-System das yH2AX-Signal automatisch von hunderten
Zellen detektiert und dabei nur Zellen mit einer CD-Markierung bertcksichtigt, um den DNA-
Schaden spezifischen Blutzellpopulationen zuordnen zu kénnen. Eine Analyse von yH2AX-
positiven Zellen am Durchflusszytometer wéare eine weitere Moglichkeit der Probenverwertung.
Dadurch kénnten tausende Zellen in einem hohen Durchsatz gemessen werden. Fur weitere
Versuche mussten deutlich mehr Patienten und Blutzellpopulationen untersucht werden und
die Ergebnisse im Kontext der klinischen Blutbilder gedeutet werden. Es sei hier noch erwahnt,
dass in den Patienten, die einer Ganzkdrperbestrahlung unterzogen wurden, Granulozyten
wiederum keine yH2AX-Foci zeigten. Das ist vergleichbar mit den in vitro bestrahlten

Granulozyten, die aus Buffy Coats isoliert wurden (Abb. 3.6, 3.7 und 3.11).

4.3 Die Bluttropfenmethode (Blood Drop Method, BDM) — ein mikro-invasiver
YH2AX DNA-Schadensassay

Es stellte sich die Frage, ob es mdglich ist, DNA-Schaden in Blutzellen aus nur einem Tropfen
Blut analysieren und quantifizieren zu kdnnen. Dies wirde viele Mdglichkeiten in der
Diagnostik und in der Uberwachung (Monitoring) von Patienten erdffnen. Schon Rothkamm
und Horn stellten diese Herausforderung im Ausblick ihres Reviews mit dem Titel ,yH2AX als
Protein-Biomarker fiir Strahlenexpositionen“ als eine noch offene Aufgabenstellung vor
(Rothkamm & Horn, 2009). Sie forderten die Entwicklung einer robusten Methode zur
Bestimmung von yH2AX in Blutzellen, die fur einen hohen Durchsatz zum Sammeln, Lagern
und Aufbereiten der Proben geeignet ist. Das daflr bendétigte Blutvolumen sollte dabei stark
minimalisiert sein und idealerweise aus dem Fingerkuppen enthommen werden. Diese
Zukunftsvision wurde nun in dieser Arbeit umgesetzt.

Ein Tropfen peripheres Blut wurde nach einem Lanzetteneinstich aus der Fingerkuppe mit
einem heparinisierten Glaskapillarréhrchen aufgenommen. Die Zellen wurden in den
Roéhrchen bestrahlt und in diesen flr 50 min im Inkubator gelagert. Danach wurden sie auf
einen unbehandelten Objekttrager aufgetropft und mithilfe eines weiteren Objekttragers
ausgestrichen. Nach ca. 10 min war der Blutausstrich eingetrocknet und wurde mit einem
Fettstift auf ein kleines Areal eingegrenzt, um das Volumen der Antikérperlésungen gering zu
halten. Fir eine automatische Auswertung von yH2AX am Metafer wurden die Ausstriche 10
min mit 4 % PFA und nach Waschen mit PBS fir 10 min mit eiskaltem Ethanol fixiert. Flr
Analysen am konfokalen Mikroskop (LSM) zur Ko-Farbung von yH2AX mit einem
Oberflachenmarker, z.B. T-Zellen (CD3+), wurden die Ausstriche zuerst 6 min mit einem
Methanol:Aceton-Gemisch (7:3), anschlieRend mit 2,5 % PFA fixiert. Dadurch bleiben die

Oberflachenproteine im Vergleich zur Fixierung fur die Metaferauswertung erhalten. Um die
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BDM mit der im Labor etablierten klassischen Methode zu vergleichen, wurden parallel PBMCs
aus dem Buffy Coat nach Ficoll-Dichtezentrifugation in Zellkulturmedium bestrahlt, nach 1 h
durch Auftropfen auf ein Deckglas transferiert und nach kurzem Eintrocknen fixiert. Die Ficoll-
Dichtezentrifugation fuhrt zur Aufreinigung und Anreicherung von PBMCs aus dem
leukozytenreichen Plasma (Buffy Coat), wobei vor allem Erythrozyten, Granulozyten und
Thrombozyten entfernt werden (Jaatinen & Laine, 2007). Die Aufreinigung von PBMCs mit
Ficoll dauert 2 — 3 h bis zur Kultivierung bzw. Bestrahlung der Zellen und erfordert mehrere
Zentrifugationsschritte. Weiterhin wurden Zellen von Buffy Coat ohne vorherige Ficoll-
Dichtezentrifugation direkt mit Ammoniumchlorid versetzt und nach erfolgter Erythrolyse die
Zellen fir die Fixierung auf Deckglaser transferiert. In einem weiteren Ansatz wurden Zellen
aus Buffy Coat ohne jegliche Aufreinigung und Erythrolyse direkt auf einen Objekttrager
ausgestrichen. Diese Methode &hnelt der BDM am ehesten und unterscheidet sich nur in der
Art der ,Blutquelle®. Die Ausstriche enthalten den meisten Anteil an Erythrozyten.

Mit allen Methoden, einschlieBlich der BDM, war es moglich, yH2AX in Blutzellen zu farben
und quantitativ (mehr als 200 Zellen pro Probe) am Metafer auszuwerten (Abb. 3.17). Dabei
zeigten die Kontrollen als auch die bestrahlten Blutproben der unterschiedlichen Methoden
vergleichbare yH2AX-Signale zur BDM. Die hohe Anzahl an Erythrozyten, wie sie in den
Ausstrichen von Buffy Coat bzw. der BDM vorliegt, stérten die Farbung sowie die Auswertung
nicht. Die Erythrozyten sind im Mikroskop als schwarzer Hintergrund zu erkennen, da sie keine
DNA (keinen Zellkern) besitzen und so nicht mit DAPI| bzw. TO-PRO-3 angefarbt werden
konnen. Lediglich das Auswerten bzw. Auszahlen der Zellen in den Blutausstrichen ist
zeitintensiver, da hier die Lymphozyten auf den Arealen des Deckglases weit verteilt vorliegen
und das Deckglas langer gescannt werden muss, um eine grof3ere Anzahl an Zellen auswerten
zu kénnen. Das gescannte Bild von Proben der BDM ist aufgrund der vielen Erythrozyten
deutlich schwarzer als in den Lymphozyten-dichteren, aufgereinigten PBMCs nach Ficoll.
Weiterhin ist es mit der BDM moglich, spezifische Oberflichenmarker der Lymphozyten mit
yH2AX am LSM ko-zufarben, was wiederum die Analyse von DNA-Schaden in spezifisch
Blutzellpopulationen wie CD3+ T-Zellen oder CD14+ Monozyten erlaubt (Abb. 3.18).
Insbesondere Granulozyten, die keine yH2AX-Foci bilden, kénnen dabei ausgeschlossen
werden, auch wenn sich diese z.T. schon morphologisch aufgrund der eingeschnurten
Zellkerne unterscheiden lassen. Die BDM kénnte noch auf CD19+ B- und CD56+ NK-Zellen
Analysen erweitert werden, wenngleich hinsichtlich der bereits sehr geringen Anteile in
vorgereinigten PBMCs eine quantitative Auswertung sich als schwierig gestalten kann.
Peripheres Blut aus der Fingerspitze kann mehrere Stunden bis mindestens einem Tag ohne
zu Koagulieren oder Auszutrocknen innerhalb der heparinisierten Glaskapillaren im Inkubator
gelagert werden. Dies ermdglicht Studien von DNA-Reparaturkinetiken. So wurde ein Tropfen

Blut auf mehrere heparinisierte Réhrchen verteilt, bestrahlt und nach unterschiedlichen
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Zeitpunkten ausgestrichen. 1 h nach Bestrahlung konnte eine signifikante Induktion an yH2AX
in T-Zellen festgestellt werden (Abb. 3.20 A). Das Signal von yH2AX nahm danach bis 8 h
nach der Exposition mit IR auf Kontrollniveau ab. Diese Abnahme von yH2AX ist assoziiert mit
der Reparatur von DSB. Die Reparaturkinetiken der BDM sind vergleichbar mit yH2AX
Analysen aus anderen hier durchgefiihrten Studien (Abb. 3.20 B) bzw. mit der Literatur (Redon
et al., 2009). So nehmen die yH2AX-Signale nach 3 — 6 h in T-Zellen um 50 % ab. Die BDM
ermdglicht somit einen Nachweis individueller DNA-Reparaturkapazitaten von Patienten und
kénnte somit Hinweise geben, wie und in welcher Weise das Immunsystem des Patienten auf
strahlentherapeutische Interventionen reagiert. Es ware erstrebenswert zu testen, ob auch
andere Behandlungsmoglichkeiten anstelle einer Exposition mit IR innerhalb der
Glaskapillarréhrchen moéglich waren. So kénnten Blutzellen aus der Fingerspitze durch direkte
Zugabe von DNA-schadigenden Substanzen in die Glaskapillare und anschlieRender
Lagerung im Inkubator (zur Entfaltung des toxischen Potentials) nach yH2AX-Signalen
analysiert werden.

Die BDM erlaubt weiterhin das Anfarben weiterer Proteine der DDR wie pATM, das ATM-
Substrat pKAP1 und 53BP1 sowie prozessierte SSB anhand von RPA nachzuweisen (Abb.
3.22).

Ein wichtiger Punkt ist die Lagerungsfahigkeit der Blutausstriche. Es konnte gezeigt werden,
dass bestrahlte Proben, die 1 h nach IR-Exposition eingetrocknet wurden, bis zu 7 Tage bei
RT gelagert werden kdnnen und weiterhin far CD3 und yH2AX anfarbbar sind (Abb. 3.19 B).
Blutausstriche, die direkt nach Eintrocknen gegen CD3/yH2AX angefarbt wurden (Tag 0),
wiesen ahnliche yH2AX-Signale auf wie Proben, die 7 Tage bei Rt im Dunkeln gelagert wurden
(Tag 7). Dies macht deutlich, dass das Eintrocknen des Blutes auf dem Objekttrager die Zellen
auch metabolisch inaktiviert bzw. ,einfriert“ und die IR-induzierte Phosphorylierung von H2AX
als auch der CD3 T-Zellrezeptor bis zu 7 Tagen strukturell erhalten bleiben. Das bei Tag 7
beobachtete hdhere mittlere yH2AX-Signal im Vergleich zu Tag 0 kénnte vermutlich darauf
zurtckgefihrt werden, dass den Zellen fir Tag 7 bei Trocknung ohne direkte Fixierung mehr
Zeit bleibt, yH2AX auszubilden (sie somit metabolisch etwas langer aktiv sind) als Zellen, die
nach Trocknung direkt fixiert und eingedeckt werden. 4 Wochen gelagerte Blutausstriche
konnten nicht mehr fur yH2AX angefarbt werden, da innerhalb dieser Zeitspanne die
Zellstrukturen degradieren (Abb. 3.19 A). Zur Vollstédndigkeit sei hier erwahnt, dass fixierte und
im Anschluss getrocknete Ausstriche nach 7 Tagen Lagerung nicht mehr fir CD3 und yH2AX
angefarbt werden konnten. Vermutlich degradieren fixierte Ausstriche nach Trocknung ohne
direkte Fortfiihrung des Protokolls bis zum Eindecken mit Vectashield. Es wird somit
empfohlen, nicht vorfixierte Ausstriche sondern nur getrocknete oder bereits in Vectashield
eingedeckte Ausstriche zu lagern. Die Lagerungseigenschaft der Ausstriche ist speziell fir

Feldstudien bzw. epidemiologische Studien von essentieller Bedeutung. Blutausstriche
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kénnen an einem beliebigen Ort X generiert und erst spater an ein Zentrallabor innerhalb von
7 Tagen ausgeliefert und ausgewertet werden.

Zudem kann die BDM auch bei Mausen angewendet werden (Abb. 3.21). Die Schwanzvene
wurde mit einem Skalpell angeritzt, das austretende Blut mit heparinisierten Glaskapillaren
aufgenommen und gemal BDM Protokoll verarbeitet. Idealerweise muss dabei die
Zusammenstellung der fir die BDM verwendeten AK, CD3 (aus Ratte) und yH2AX (aus
Kaninchen), nicht gedndert werden. Die M&use Uberleben den Eingriff, wodurch im Laufe einer
Versuchsreihe das Blut auf DNA-Schaden getestet werden kann, ohne die Mause téten bzw.
das Experiment abbrechen zu missen. Es konnten auch DNA-Schaden in Blutzellen von
Mausen, die einer gentoxischen Behandlung (hier TMZ) ausgesetzt waren, untersucht werden
(Abb. 3.21 B).

Zusammengefasst ist die mikro-invasive BDM einfach, kostenginstig, schnell und benétigt
wenig Probenmaterial sowie kaum Laborausstattung im Vergleich zur Ficoll-Methode. Proben
der BDM kénnen mehrere Tage gelagert werden, was eine sofortige Prozessierung der
Ausstriche nicht erfordert und so eine zeitliche Flexibilitat gegeben ist. Sie kann auf spezifische
Blutzellpopulationen verifiziert werden und ermdglicht das Detektieren weiterer Proteine der
DDR bzw. Proteine, die als mogliche Biomarker einer Erkrankung oder einer therapeutischen
Intervention dienen koénnen. Da yH2AX-Foci in Blutzellen auf nicht-reparierte DSB in
Vorlauferzellen oder persistierende DNA-Schaden langlebiger Zellen hinweisen, kdnnten
Patienten ihre basalen DNA-Schaden mithilfe der BDM ermitteln. Auch die schnelle Erstellung
individueller Reparaturkinetiken ist vorstellbar. Die BDM kann in gro® angelegten Feldstudien
in humanen Populationen aber auch in Mausexperimenten Verwendung finden. So kénnte mit
der BDM ermittelt werden, ob Lifestyle-Faktoren (Alkohol, Rauchen,
Nahrungserganzungsmittel, Karzinogene in Nahrung) oder endogener Stress wie
Entziindungen, emotionaler Stress (Burnout, PTSD) und Extremsport (Bsp. Marathonlauf)
DNA-Schaden im Blut induzieren. Die BDM kann in Bereichen der Radiodosimetrie eingesetzt
werden, wie z.B. in Raumfahrtmissionen (NASA, ESA), in Risikogebieten wie Fukushima oder
Tschernobyl (insbesondere fiir Aufraumarbeiter) oder in klinischen Applikationen wie der
Strahlentherapie. Dabei ist es mdglich, die Dosis einer Strahlenexposition an den DNA-
Schaden im Blut ,ablesen” zu kénnen (Redon et al., 2009; Zahnreich et al., 2015).

Generell kann die BDM auch in Krebspatienten Anwendung finden, die mit DNA-schadigenden
Chemotherapeutika behandelt werden. Diese kostenglinstige und einfache Methode wirde
vor allem in der sehr teuren personalisierten Krebstherapie an Bedeutung gewinnen. Anhand
der DNA-Schaden im Blut kdnnten Dosen der Medikamente individuell angepasst werden.
Niedrige DNA-Schaden im Blut koénnten dabei fiir eine geringe, bevorstehende
Immunsuppression als Nebenwirkung interpretiert werden und eine Erhdhung der Dosen in

der Krebsmedikation befurworten und umgekehrt. Die fur den Patienten héchstmoglich
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ertragliche Dosis kdnnte somit ermittelt werden, wobei hohere Dosen in der Therapie einen
aggressiveren antitumoralen Effekt ausldsen und dies zu einem gesteigerten Uberleben des
Patienten fihren kann. Eine Anwendung der mikro-invasiven BDM im Bereich der Padiatrie ist
auch vorstellbar, insbesondere mit dem Hintergrund der Angst von Kindern vor Blutenthnahmen
und Spritzen (Nadelphobie).

Eine zukUnftige Herausforderung der BDM ist ihre Standardisierung. Jede yH2AX-Farbung ist
von Labor zu Labor unterschiedlich, besonders hinsichtlich der heterogenen Populationen im
Blut. Wichtig waren interne Kontrollen (z.B. yH2AX Beads zur Validierung bzw. Abgleich des
Signals), laboreinheitliche automatische Auswertverfahren (Software und Scann-Programme)
sowie die Verwendung hochauflésender Mikroskope (lvashkevich et al., 2012; Muslimovic et
al., 2012). Denn yH2AX-Foci kénnen auch als sog. Cluster auftreten und miteinander
,verschmelzen®. Eine niedrige Auflésung des Mikroskops fihrt somit zu einer geringeren
Anzahl an yH2AX-Foci. Es ist auch zu beachten, dass in vielen Scann-Prozessen yH2AX-Foci
ober oder unterhalb der aufgenommenen Ebene nicht analysiert werden. Zusatzlich kénnte
ein Programm entwickelt werden, das wahrend des Scann-Prozesses am Mikroskop nur
Zellen mit Oberflachenmarker erkennt und in diesen yH2AX-Foci auswertet. yH2AX wird oft
nicht als Endpunktmarker anerkannt, sondern als Faktor, der einen Prozess (Ablauf einer
Reparatur) beschreibt. Evtl. ist es sogar mdglich, die BDM mit einem Comet Assay zu
kombinieren, d.h. ein Tropfen Blut mit Agarose zu mischen, dann auf einen Objekttrager
auszustreichen und im Anschluss die Zellen nach dem Comet Assay Protokoll aufzuarbeiten.
Auf diese Art kdonnten SSB und DSB in Zellen aus einem Tropfen Blut anhand eines
modifizierten Comet Assays direkt analysiert werden. Interessant ware im Kontext der BDM
auch eine Kombination von Oberflichenmarkern mit Zelltodmarkern oder sogar
Tumormarkern. Dass sich eine solche Methode ahnlich der BDM erfolgreich vermarkten Iasst,
zeigt das Start-Up Unternehmen Exogen Biotechnology aus Kalifornien. Die Firma entwickelt
Kits zur Bestimmung von DNA-Schaden und der DNA-Reparaturkapazitat von Zellen aus
geringen Mengen Blut und betrachtet sich als klinisches Servicelabor zur Auswertung von
Patientenproben, aber auch von Blutproben von Privatpersonen, die ihren DNA-Schaden aus

Eigeninteresse bestimmen lassen wollen (Exogen Biotechnology).

4.4 Unstimulierte Lymphozyten sind strahlensensitiv und eine Stimulation des
T-Zellrezeptors mit Antikorpern gegen CD3 und CD28 fuhrt zur
Strahlenresistenz

Unstimulierte T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut befinden sich in der GO/G1-Phase und
sind von den hier untersuchten Blutzelltypen die deutlich strahlensensitivsten Zellen (Abb. 3.1
und 3.25). Eine Dosis von nur 0,125 und 0,25 Gy fuhrte schon in 30 % der Zellen nach nur 24
h zum Zelltod. Werden Lymphozyten mit Antikérpern gegen den T-Zellrezeptor CD3 und Ko-
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Rezeptor CD28 aktiviert, so fuhrt dies zu einem signifikanten Schutz gegenuber IR (Abb. 3.25
bis 3.28). Dies konnte auch in isolierten bzw. am Durchflusszytometer definierte CTL, Th und
Treg festgestellt werden. Carloni et al. konnte dieses Phanomen bereits in PHA
(Phytohdmagglutinin) stimulierten Lymphozyten beobachten (Carloni et al., 2001). Dabei
aktiviert PHA neben den T-Zellrezeptoren u.a. auch Toll-like Rezeptoren (da Silva & Correia,
2014). Eine Stimulation der Lymphozyten stellt eine Situation dar, wie sie auch in
Entzindungen, Immuntherapien bzw. in Immunantworten generell vorherrscht. Die Aktivierung
der Lymphozyten geht einher mit deutlich morphologischen Veranderungen der Zellen. Sie
werden gréRer und bilden in der Zellkultur kleine Inseln (Abb. 3.23).

Ein weiteres Merkmal ist der Anstieg von S- und G2-Phase Zellen, was bedeutet, dass diese
Zellen sich teilen bzw. proliferieren (Abb. 3.24). Vergleicht man folglich unstimulierte mit
stimulierten Lymphozyten, vergleicht man demnach nicht-proliferierende mit proliferierenden
Zellen. Die Strahlenprotektion in stimulierten Zellen ist daher ungewdhnlich, da vor allem
schnell proliferierende Zellen wie Tumorzellen gegeniuber DNA-schadigenden Substanzen
bzw. IR deutlich hdéhere Sensitivitaten zeigen als sich langsam-teilende oder nicht-
proliferierende Zellen (Mitchison, 2012). DNA-Schaden kénnen demnach in einer sich
teilenden Zelle aufgrund von Replikationsblock, dem Zusammenbruch der Replikationsgabel
oder einer mitotischen Katastrophe zum Zelltod fuhren (Ghosal & Chen, 2013; Huang et al.,
2005). Es stellt sich die Frage, warum eine Stimulation der Lymphozyten vor IR-induzierten
Schaden schitzt und warum unstimulierte Lymphozyten derart strahlensensitiv sind. Diese
Frage konnte nur spekulativ beantwortet werden. Dieses Phanomen der Strahlenprotektion
nach einer Aktivierung bzw. Induktion der Proliferation konnte in CD34+ Vorlauferzellen (CD34
expand versus nicht-expand) nicht festgestellt werden (3.25 B). CD34+ Vorlauferzellen, die
mittels Zytokin-Cocktail expandiert/stimuliert wurden, zeigten keine Protektion gegenuber IR
im Vergleich zu CD34+ Zellen, die nicht in diesem Cocktail kultiviert wurden. Der Effekt des
Schutzes gegentber IR nach Zellaktivierung scheint also speziell auf T-Zellen bzw. den T-
Zellrezeptor zuzutreffen. Unstimulierte T-Zellen zeigten deutlich frih (12 h) einen Anstieg an
apoptotischen Signalen, kaum Nekrose (Abb. 3.27). Dabei ist in SubG1-Messungen auch eine
erhohte Fragmentierung der DNA im Vergleich zu stimulierten Lymphozyten zu erkennen
(Abb. 3.28).

Erste Uberlegungen, ob Unterschiede in der Effizienz der Reparatur von SSB und DSB
vorliegen, konnte mittels Comet Assays ausgeschlossen werden (Abb. 3.29 und 3.30). So
zeigten unstimulierte wie auch stimulierte Lymphozyten eine profiziente Reparatur von SSB
und DSB. Im Falle der Lymphozyten ware eine Reparaturdefizienz von DSB besonders
kontraproduktiv, da sie insbesondere die NHEJ bereits in ihrer Entwicklung bzw. VDJ-
Rekombination bendtigen, um u.a. vielfaltige Varianten des T-Zellrezeptors herzustellen

(Engels et al., 2007). Jedoch hatte man in proliferierenden Lymphozyten eine effektivere DSB-
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Reparatur aufgrund der HR erwartet, die nur in replizierenden Zellen aktiv sein kann, wenn ein
DNA-Sequenzhomolog vorliegt (lyama & Wilson, 2013). Auch in der Phosphorylierung von p53
an Ser45 oder Ser15 konnten keine Unterschiede festgestellt werden (Abb. 3.31). Stimulierte
T-Zellen zeigten auch basal eine hohere p53-Expression, wie auch hdhere basale Level des
FasR (Abb. 3.32). p53 ist auch Transkriptionsfaktor fur den FasR (Waring & Mullbacher, 1999).
Jedoch geht hier die erhdhte FasR-Expression in stimulierten Lymphozyten nicht mit einer
erhohten Zelltodinduktion einher. HIPK2 phosphoryliert u.a. p53, konnte aber in beiden
Populationen nicht detektiert werden (Abb. 3.31). Dies misste mit einem anderen AK
nochmals verifiziert werden. Interessanterweise konnte in unstimulierten Lymphozyten keine
Aktivierung der Caspasen-3, -7, -8 und -9 festgestellt werden, wohl aber in stimulierten
Lymphozyten (Abb. 3.33 und 3.34). Stimulierte Lymphozyten zeigten auch in der
unbehandelten Kontrolle eine erhdhte Caspaseaktivitdt. Zugleich konnte eine PARP-1
Spaltung, ein Merkmal der Caspaseaktivitat, nur in der stimulierten Population detektiert
werden (Abb. 3.33). Auch ein genereller Inhibitor der Caspasen zeigte keine Effekte auf den
IR-induzierten Zelltod in beiden (den unstimulierten und den stimulierten) Populationen (Abb.
3.35 A). Alam et al. zeigten in einer Publikation ebenfalls erhdhte Caspaseaktivitaten in
aktivierten, nicht-apoptotischen Lymphozyten und definierten eine Caspaseaktivitat als
physiologische Notwendigkeit aktivierter Lymphozyten (Alam et al., 1999). Weiterhin sind
Caspasen auch fir die Prozessierung von Zytokinen verantwortlich, die nach Sekretion eine
Immunreaktion auslésen koénnen (Mcllwain et al., 2013). Man kdénnte spekulativ
schlussfolgern: Wirden Lymphozyten Uber eine Caspaseaktivitat sterben, kdnnte dabei
jeweils eine Immunreaktion ausgel6st werden, da eine Aktivierung von Zytokinen verursacht
wird. Die  Konsequenzen waren unkontrollierte  EntzGndungsreaktionen  bzw.
Autoimmunerkrankungen.

Da PARP-1 in stimulierten Zellen bereits in der Kontrolle gespalten vorlag, wurde der PARP-
1-induzierte Zelltodweg (Parthanatos) untersucht. Auch hier konnte weder ein PARP-1-
Inhibitor (Olaparib) einen Effekt auf den Zelltod in beiden Populationen ausuben, noch konnte
in immunhistochemischen Untersuchungen eine AlF-Translokation in den Zellkern festgestellt
werden (Abb. 3.38). Stimulierte Zellen zeigten jedoch deutlich starkere AIF Signale aulRerhalb
des Kerns, was auf metabolische, morphologische Veranderungen der Mitochondrien, der
Speicherort von AIF, zurtiickgefuhrt werden kdnnte. In zukunftigen Versuchen sollte zusatzlich
AlF in Western Blot-Kernextrakten untersucht werden. Eine PARP-1-Aktivitat konnte nach IR
in unstimulierten und stimulierten Lymphozyten in vorlaufigen Experimenten mit einer PAR-
Farbung festgestellt werden (im Anhang Abb. 6.12). Ob sich beide Populationen in der
zeitlichen Abnahme des PAR-Signals bzw. der Aktivitdtsdauer von PARP-1 nach IR

unterscheiden, misste in weiteren Versuchen verifiziert werden.
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Mittels CytolD® Farbung wurde der Prozess der Autophagie untersucht (im Anhang Abb.
6.13). Stimulierte Zellen zeigten signifikant héhere Autophagiesignale als unstimulierte, nach
IR konnte sogar in beiden Populationen ein leichter Anstieg autophagischer Zellen detektiert
werden. Man kénnte somit Autophagie als moéglichen Schutzmechanismus in stimulierten
Zellen deuten. Die erhdhte Autophagie musste jedoch in weiteren Experimenten, wie
Untersuchungen der LC3- oder p62-Expression, bestatigt werden. Vollstandigkeitshalber
wurde Seneszenz mittels B-Galaktosidase-Farbung am Durchflusszytometer gemessen (im
Anhang Abb. 6.14). Stimulierte Zellen zeigten nach IR keine Induktion an seneszenten Zellen,
unstimulierte Zellen einen leichten, aber nicht signifikanten Anstieg. Dies ist schwierig zu
deuten, da sich unstimulierte ahnlich wie seneszente Zellen schon in der GO/G1-Phase
befinden und somit dem Zustand der Seneszenz sehr dhneln. Eine Induktion von Seneszenz
in stimulierten Zellen hatte mdgliche Hinweise fur einen Schutz vor IR geliefert, indem
stimulierte Zellen den Zustand der Seneszenz anstelle der Apoptose eingeleitet hatten. Dies
konnte hier aber nicht gezeigt werden.

Ein Experiment mit CHK1- und CHK2-Inhibitoren lieferte unerwartete Ergebnisse.
Unstimulierte T-Zellen konnten signifikant mit Inhibitoren gegen CHK1/2 gegeniber IR
geschitzt werden, wobei der Effekt einer CHK2-Inhibition deutlicher ausgepragt war (Abb.
3.42). Die Hemmung hatte keinen Einfluss auf stimulierte Zellen. CHK1 und 2 werden u.a. von
ATM phosphoryliert (Bartek & Lukas, 2003). Die Inhibition von ATM schuitzte unstimulierte
Zellen vollstandig gegenuber IR-induzierten Zelltod (Abb. 3.40 und 3.41). Dieser Effekt war
unerwartet, denn ATM-Inhibitoren werden als sog. Radiosensitizer im Bereich der
Tumortherapie bezeichnet (Khalil et al., 2012). Des Weiteren sind A-T-Patienten, die ATM-
Mutationen und stark eingeschrankte ATM-Kinaseaktivitaten aufweisen, hypersensitiv
gegenuber IR, besonders ausgepragt in Fibroblasten (Foray et al., 1997, Perlman et al., 2003).
ATM scheint jedoch in Lymphozyten den Zelltod nach IR-vermittelten DNA-Schaden zu
induzieren. Eine Hemmung von ATR und p53 hatte keinen Einfluss auf die IR-induzierte
Zelltodinduktion in unstimulierten als auch stimulierten Lymphozyten (Abb. 3.40). Der Einfluss
von p53 auf die Strahlensensitivitat ist vor allem in Leuk&miezellen kontrovers. So zeigen p53
wt Leukdmiezellen (entartete T-Zellen bzw. pre-myeloide Zellen) eine hdéhere
Strahlensensitivitat als p53 mutierte oder deletierte Zellen (Aldridge & Radford, 1998;
Heylmann et al., 2014). Gleichzeitig sind jedoch entartete B-Zellen des Mantelzell-Lymphoms
trotz einer Defizienz in der p53 Funktion sehr strahlensensitiv. Dies wurde z.T. auch in einer
ATM-Mutation in diesem Zelltyp begrindet (M'Kacher et al., 2003). Auch der RIPK1-Inhibitor
Nekrostatin, der Nekroptose inhibieren kann, zeigte keine Wirkung auf unstimulierte und
stimulierte Lymphozyten auf den IR-vermittelten Zelltod, was die Nekroptose in unstimulierten
Lymphozyten ausschlief3t (Abb. 3.40).



Diskussion 147

Wie vermittelt nun ATM den Zelltod in Lymphozyten? Da ATM u.a auch Caspase-2 aktivieren
kann (Ando et al., 2012) und die Signale einer gespaltenen Caspase-2 im WB fir unstimulierte
Zellen nicht eindeutig waren (Abb. 3.33), wurden die Zellen mit einem Caspase-2-Inhibitor
vorbehandelt. Der zuvor verwendete Pan-Caspase-Inhibitor zeigte zwar keine Wirkung, ist
vermutlich aber nicht spezifisch fir die Hemmung der Caspase-2. Auch mit der Vorbehandlung
eines Caspase-2 Inhibitors konnte kein deutlicher Schutz der Zellen gegenlber IR
nachgewiesen werden (Abb. 3.36). Darlber hinaus wird ATM auch mit der Induktion der
Pyroptose bzw. Aktivierung des Inflammasoms in Verbindung gebracht (Erttmann et al., 2016).
Um den pyroptotischen Zelltod von Lymphozyten nach IR ausschlie®en zu kénnen, wurde die
Caspase-1 Spaltung und die Spaltung deren Substrates Gasdermin D naher betrachtet. In
unstimulierten wie auch stimulierten Lymphozyten konnte keine Spaltung der Caspase-1 und
deren Substrat Gasdermin D festgestellt werden (Abb. 3.37 A). Um Pyroptose ausschlielRen
zu kénnen, wurde die Zellen vor IR mit einem spezifischen Caspase-1-Inhibitor behandelt.
Auch hier hatte die Hemmung der Caspase-1 keinen Einfluss auf den IR-vermittelten Zelltod
in Lymphozyten (Abb. 3.37 B). Der ATM-induzierte Zelltod in Lymphozyten scheint also
komplexer zu sein als erwartet.

Weitere Moglichkeiten eines ATM vermittelten Zelltodes kdonnte das Protein c-ABL sein,
welches Uber p73 den Zelltod ausldsen kann (Christmann et al., 2003). p73 Western Blots
(nicht in dieser Arbeit gezeigt) zeigten viele unspezifische Banden und konnten nicht
ausgewertet werden. Dies musste mit einem deutlich spezifischeren AK wiederholt werden.
Auch der Proteinkinase-Inhibitor Dasatinib, der u.a. in der Behandlung von Leukamien
eingesetzt wird, und auch c-ABL hemmt, zeigte in den Blutzellen keinen Effekt auf den IR-
induzierten Zelltod (Abb. 3.44) (Vandyke et al., 2011). Interessant ist weiterhin, dass auch eine
Inhibition des MRN-Komplexes (MRE11 durch Mirin) einen Schutz gegenuber IR in den Zellen
vermittelte (Abb. 3.43 A). Der MRN-Komplex wird fur die Aktivierung von ATM bendtigt und ist
wesentlich an der Erkennung und Prozessierung von DNA-Schaden beteiligt (Uziel et al.,
2003).

Die Inhibition von DNA-PK, ein weiterer wichtiger Sensor von DNA-Schaden, schitzt die
Lymphozyten nicht vor IR-induziertem Zelltod. So fihrt die Hemmung in unstimulierten wie
auch stimulierten Lymphozyten zu einer Sensitivierung gegentber IR (Abb. 3.34 B). DNA-PK
ubernimmt vermutlich eine wichtige Rolle im Schutz vor IR-vermittelten Zelltod in
Lymphozyten, insbesondere der stimulierten Population. Eine Hemmung von DNA-PK flhrt
zur Inhibition der NHEJ, wobei man mehr DSB in G1-Phase Zellen erwarten wirde, wenn
keine HR aktiv ist. Diese DSB koénnten ATM vermittelt zu mehr Zelltod flhren. In weiteren
Experimenten muissten Comet Assays oder yH2AX-Farbungen durchgefuhrt werden, um zu
Uberprifen, ob mehr DNA-Schaden nach DNA-PK-Inhibition und anschlieBender IR-
Exposition auftreten. Auch eine Kombination DNA-PK-Inhibitor mit ATM- oder MRN-Inhibitor
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ware denkbar, um zu untersuchen, welche Proteine fir die Reparatur des DNA-Schadens in
Lymphozyten essentiell sind. Auch hinsichtlich Zelltodinduktion wéare eine Kombination ATM-
mit DNA-PK-Inhibitor interessant. So kénnte ermittelt werden, ob der erhéhte Zelltod nach
DNA-PK-Inhibition durch eine ATM-Hemmung abgeschwéacht werden kann.

ATR scheint keine Auswirkungen in der Strahlensensitivitdt von Lymphozyten zu besitzen, da
der ATR-Inhibitor keinen Einfluss auf den strahleninduzierten Zelltod zeigte (Abb. 3.40).
Vergleicht man das Genexpressionsmuster unstimulierter und CD3/CD28 stimulierter
Lymphozyten mittels Real-Time RT PCR, so ist zu erkennen, dass ATM eines der wenigen
Gene ist, die in der stimulierten Population herabreguliert sind. Diese ATM-Herabregulation
zeigte sich auch in einer alteren Publikation, die PHA stimulierte versus nicht-stimulierte
Lymphozyten verglich (Mayer et al., 2002). Gleichzeitig konnte auch gezeigt werden, dass in
stimulierten Zellen nach IR deutlich weniger pATM Signale auftreten, als in unstimulierten
Zellen (Abb. 3.45). Dies geht einher mit dem beobachteten Effekt des ATM-getriggerten
Zelltods. Nach IR scheint mehr zelltodinduzierendes ATM in unstimulierten als stimulierten
Lymphozyten aktiviert zu werden, was die erhéhte Strahlenresistenz in stimulierten Zellen
erklaren konnte. Proteinuntersuchungen von ATM und pATM mittels Western Blot stehen noch
aus.

Im Genexpressionsprofil konnte eine deutliche Hochregulation von Survivin in stimulierten
Lymphozyten festgestellt werden. Survivin schutzt u.a. Tumorzellen vor Zelltod, indem es die
Aktivitat von Caspasen inhibiert (Altieri, 2003). Survivin kénnte so in stimulierten Zellen vor
deren Ubermalige Caspaseaktivitat regulatorische bzw. schitzende Funktion besitzen. Ob
nun Survivin fir den Schutz gegentber IR in stimulierten Lymphozyten verantwortlich ist,
konnte in Versuchen mit einem spezifischen Survivin-Inhibitor nicht bestatigt werden (Abb.
3.48). Weiterhin konnte eine transkriptionelle Hochregulation von MTH1 gemessen werden.
MTH1 schiitzt Zellen vor oxidativen Stress, indem es verhindert, dass oxidierte Nukleotide in
die DNA eingebaut werden (Furuichi et al., 1994; Sakumi et al., 1993). Da das ROS Level
vermutlich aufgrund des erhdéhten Metabolismus und der Proliferation von stimulierten Zellen
signifikant hoher ist als in unstimulierten Zellen, sind die erhdhten MTH1 Werte auf
Transkriptionsebene nachvollziehbar. Die Expression von MTH71 misste weiterhin auf
Proteinebene ermittelt werden. Um zu Uberprifen, ob MTH1 in stimulierten Zellen einen
Schutz gegen IR bewirkt, wurden unstimulierte und stimulierte Lymphozyten mit einem MTH1-
Inhibitor (TH 588) vorbehandelt. Dieser zeigte jedoch keinen Effekt auf den IR-vermittelten
Zelltod in beiden Populationen (Abb. 3.51 A). Stimulierte Lymphozyten zeigten jedoch eine
signifikant hohere Toxizitat gegenuber TH 588 als unstimulierte Zellen (Abb. 3.51 B). Das
deutet darauf hin, dass stimulierte Lymphozyten MTH1 bendtigen, um die basal hohen ROS
Level kompensieren zu kénnen. Auf diese Weise ware die MTH1-Inhibition z.B. durch

vermehrten Einbau von 8-Oxo-Guanin in die replizierende DNA in stimulierten und somit
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proliferierenden Lymphozyten toxisch. Auch Tumorzellen besitzen aufgrund ihrer erhéhten
metabolischen Aktivitat, der erhdhten Teilungsrate und dysfunktionaler ROS-Regulation
erhdhte Mengen an ROS und erhéhte Proteinlevel an MTH1. Dies ist der Grund, weshalb
MTH1-Inhibitoren eingesetzt werden, um gezielt Tumorzellen zu téten und deren Replikation
zu hemmen (Gad et al., 2014; Svensson et al., 2011). Der MTH1-Inhibitor TH588 zeigte jedoch
auch Toxizitat in aktivierten Lymphozyten. Somit ware eine Kombination von MTH1-Inhibitoren
mit immuntherapeutischen Strategien zur Aktivierung der T-Zellen kontrainduziert.

Auf Genebene konnte weiterhin eine Hochregulation der Reparaturfaktoren BRCA1, FEN1,
KU70, PARP, MGMT, DNA-PKcs und POLQ ermittelt werden. In der DNA-Reparatur von
unstimulierten versus stimulierten Populationen konnten zwar keine Unterschiede festgestellt
werden,  wahrscheinlich  bendtigen  aber  stimulierte  Zellen  aufgrund  ihrer
Proliferationseigenschaften eine hohere Kapazitdt an DNA-Reparaturfaktoren. Dies misste
speziell fir diese Gene zuséatzlich auf Proteinebene Uberprift werden. Zusatzlich kénnte auch
die Hochregulation von BCL-2, ein antiapoptotischer Faktor des mitochondrialen
Zelltodweges, in der Strahlenresistenz von aktivierten Lymphozyten eine wichtige Rolle
spielen, obwohl eine Verbindung zur Caspase-9 aufgrund der o0.g. Versuche ausgeschlossen
werden kann. Zusammengefasst hebt sich ATM als Zelltodvermittler in Lymphozyten nach IR-
induziertem DNA-Schaden am deutlichsten hervor. ATM Mutationen werden vor allem in
Leukédmiezellen beschrieben (Gumy-Pause et al., 2004). Leukdmiezellen zeigen oft
Veranderungen in der ATM-Genexpression, wobei diese auch schon in der Entstehung dieser
Erkrankungen Einfluss haben kdnnte. AT-Patienten weisen dysfunktionales ATM auf und
haben u.a. ein erhéhtes Risiko an Leukdmien zu erkranken (Taylor et al. 1996). Im Kontext
eines ATM-vermittelten Zelltods in Lymphozyten erscheint dies nachvollziehbar. So kénnte
ATM als eine Art Schutzfaktor der Entstehung von Leukamien entgegenwirken, da es nach
DNA-Schaden und der damit verbundenen Gefahr einer Manifestation von Mutationen den
Zelltod in Lymphozyten einleitet. Das wurde eine Karzinogenese verhindern, indem die Zelle
durch Einleiten des Zelltods aus dem Organismus entfernt wird. In A-T-Patienten ware dieser
Schutzmechanismus ausgeschaltet. Entwickeln also Zellen wahrend der Hamatopoese eine
ATM-Mutation, so konnte das Risiko der Entstehung einer leukdmischen Zelle nach DNA-
Schaden begunstigt werden. Die erhdhte Sensitivitdt von A-T-Patienten gegenuber Strahlung
aufgrund der ATM-Mutation hingegen ist zellspezifisch. ATM-defiziente Fibroblasten der
Patienten weisen eine hohe Strahlensensitivitat, Neuronen aber eine Strahlenresistenz auf
(Foray et al., 1997, Eric et al., 1999). ATM hat somit eine zellspezifische, duale Rolle in der
Strahlensensitivitat.

Die hier gezeigten Daten und die Studien an A-T-Patienten zeigen, dass ATM der Schlissel
in der Pathogenese von Leukamien sein kann. Des Weiteren sind Leukamiezellen auch eine

Art stimulierter”, unkontrolliert wachsender Lymphozyt und im weitesten Sinne vergleichbar
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mit einem aktivierten Lymphozyten wahrend einer Immunreaktion. Die hier untersuchten
Ergebnisse an stimulierten Lymphozyten kénnten evtl. auf Leukdmiezellen Ubertragen werden.
Hierfir muasste in Zukunft eine Leukamiezelllinie wie TK6 oder Jurkat in den Versuchen als
Vergleich mitgefiuhrt werden, um einen Bezug von ATM-Aktivierung und IR-induziertem Zelltod
in Leukamiezellen herstellen zu kdnnen. Vorausgesetzt Leukamiezellen sind defizient in ihrer
ATM-Funktion, so koénnte hypothetisch eine Reaktivierung von ATM in den Zellen die
Strahlensensitivitat erhéhen und den Erfolg einer Therapie deutlich verbessern. Dabei wéare
es sinnvoll, den ATM-Status und -Aktivitdt in Zellen von Leukamiepatienten zu ermitteln.
Weiterhin kénnte Uberprift werden, ob eine ATM-Inhibition in anderen Blutpopulationen wie
den strahlenresistenten Monozyten, Dendritischen Zellen und Makrophagen &hnliche Effekte
oder womoglich eine Sensibilisierung gegentber IR induziert. Andererseits kdnnte untersucht
werden, ob eine ATM-Inhibition auch B-, NK-Zellen oder CD34+ Vorlauferzellen vor IR schiitzt
oder ob diese Wirkung nur in T-Zellen auftritt.

Ein weiterer Anhaltspunkt bzgl. einer vermittelten Strahlenresistenz kdnnte die Aktivierung des
CD25 (IL-2Ra)-Rezeptors sein (Malek & Castro, 2010). Dieser wird in stimulierten
Lymphozyten im Gegensatz zu nicht-stimulierten Zellen exprimiert (Abb. 3.23). So zeigen
interessanterweise auch die innerhalb der T-Zellpopulation IR-resistenten Treg eine
Expression von CD25, nicht aber Th und CTL.

Ein weiterer Fokus kénnte auf dem Protein Akt1 liegen, das innerhalb der Signalweiterleitung
des T-Zellrezeptors aktiviert wird (Genot et al., 2000). Untersuchungen des Einflusses einer
Akt1-Inhibition auf den IR-induzierten Zelltod konnten hier nicht weiter ausgefihrt werden, da
eine Hemmung von Akt1 in Lymphozyten hoch toxisch war (im Anhang Abb. 6.16). In
Tumorzellen konnte z.B. gezeigt werden, dass eine Inhibition von Akt1 die Strahlensensitivitat
erhdht, indem die DNA-PK-abhangige DSB-Reparatur gehemmt wird (Toulany et al., 2008).
Akt1 vermittelt somit eine Resistenz gegeniber IR und genotoxischen Agenzien (Liu, et al.,
2014). Stimulierte Lymphozyten zeigten keinen Vorteil in der Reparatur von DSB im Vergleich
zu unstimulierten Zellen (Abb. 3.29/30). Dies bedeutet jedoch nicht, dass aktiviertes Akt1 in
der stimulierten Population auf anderem Wege antiapoptotisch wirken kann.

Generell ist die Signalweiterleitung nach CD3- und CD28-Stimulation sehr komplex und fihrt
zu einer erhdhten metabolischen Aktivitat der Lymphozyten mit Folge einer Immunreaktion.
Daher ist es schwierig, die Faktoren, die zur Protektion gegenuiber IR fihren, einzugrenzen.
Vermutlich ist die Ausibung der Immunreaktion einer T-Zelle der Induktion des Zelltods
vorrangig, wobei aktivierte T-Zellen im Sinne einer Homdostase und dem Vermeiden von
Autoimmunreaktionen nach erledigter Immunantwort einer vorprogrammierten, intrinsischen

Apoptose sterben (Panneerselvam et al., 2013).
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Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass Lymphozyten nach Aktivierung des T-
Zellrezeptors CD3 und des Ko-Rezeptors CD28 eine Strahlenresistenz erlangen, die
einhergeht mit einer massiven Caspaseaktivitdt, PARP-1 Spaltung und einer transkriptionellen
Herunterregulation von ATM sowie einer verminderten Phosphorylierung von ATM nach
Exposition mit IR. Unstimulierte Lymphozyten hingegen zeigten eine erhdhte Empfindlichkeit
gegenuber IR und untergingen schon nach 12 h einen signifikanten, Caspase-unabhangigen
Zelltod im Gegensatz zu stimulierten Zellen. Eine Hemmung von Faktoren der DNA-
Schadensantwort wie ATM, des MRN-Komplexes (Inhibition von MRE11 durch Mirin) sowie
der Downstreamkinasen CHK1 und CHK2 fuhrte zur signifikanten Verminderung des IR-
induzierten Zelltodes und somit zum Schutz unstimulierter Lymphozyten vor IR. Unterschiede
in der Reparatur IR-induzierter DSB konnten zwischen unstimulierten und stimulierten
Lymphozyten nicht festgestellt werden. Jedoch stellen die IR-induzierten DNA-Schaden und
die damit verbundene Aktivierung der Proteine der DNA-Schadensantwort den Ausldser der
Zelltodinduktion in Lymphozyten dar, wohingegen eine Stimulation des T-Zellrezeptors der

Lymphozyten diesem Zelltodsignal entgegenwirkt.

4.5 Sensitivitat von Lymphozyten gegeniiber CDT und TMZ

Das bakterielle Toxin CDT wird wegen seiner Endonuklease-Aktivitat und deren Eigenschaft
DSB zu bilden als Radiomimetikum beschrieben (Fahrer et al., 2014). Im Vergleich
unstimulierte vs. stimulierte Lymphozyten zeigten stimulierte Zellen nach CDT-Behandlung
signifikant héhere Zelltodraten als unstimulierte Zellen (Abb. 3.52 A). Diese Beobachtung ist
gegensatzlich zur Exposition mit IR und Iasst sich vermutlich auf die erhéhte Proliferation der
stimulierten Zellen zurtickfihren. Die Toxizitat kann auf die Endonuklease-Aktivitat der CDT
Untereinheit CdtB abgeleitet werden, da die in der Untereinheit mutierte Variante CDTm keine
Toxizitat vermittelte (Abb. 3.52 B).

Ferner konnten nach CDT-Behandlung DSB in Form von yH2AX ausschliellich nur in
stimulierten Lymphozyten detektiert werden (Abb. 3.53). Dies kdnnte darin begrindet sein,
dass CDT nur in stimulierten Lymphozyten durch Endozytose aufgenommen wird bzw. einen
retrograden Transport zum endoplasmatischen Retikulum und eine Translokation in den
Zellkern erfahrt. Der genaue Transportmechanismus bzw. die zellulare Aufnahme mdisste in
weiteren Versuchen immunhistochemisch analysiert werden. AuRerdem koénnte mittels
Alkalischem und Neutralen Comet Assay unterschieden werden, ob es sich bei den Schaden
um DSB oder SSB handelt. Dass insbesondere stimulierte Lymphozyten sensitiver gegentber
CDT als unstimulierte Zellen sind, ist insbesondere im Kontext einer Infektion mit Salmonella
Typhimurium und einer erst kirzlich erschienenen Publikation von Belluz et al. sehr interessant
(Del Bel Belluz et al., 2016). In dieser Arbeit bezeichneten sie das Typhoid Toxin, ein dem

CDT-ahnlichen Toxin mit einer CdtB-Untereinheit, als Immunmodulator. Salmonella
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Typhimurium Infektionen gehen im Menschen ohne Symptome einher, da sie die
Immunantwort unterdriicken und somit eine persistierende, systemische Infektion
aufrechterhalten kénnen, ohne dem Wirt zu schaden (Monack et al., 2004). Das kdnnte
erklaren, weshalb stimulierte Lymphozyten, die eine Immunreaktion gegen das Bakterium
einleiten kénnten, deutlich sensitiver gegentiber CDT sind als unstimulierte Lymphozyten. In
weiteren Publikationen konnte gezeigt werden, dass CDT die Proliferation von T- und B-
Lymphozyten inhibiert, die Interferon-y Sekretion von T-Zellen hemmt, Apoptose in Monozyten
und aus Monozyten-ausgereiften DCs induziert sowie die Aktivitat von DCs vermindert (Del
Bel Belluz et al., 2016; Gelfanovaet al., 1999; Shenker et al., 2001; Svensson et al., 2001;
Wising et al., 2005; T. Xu et al., 2004). Die Frage, weshalb stimulierte Lymphozyten deutlich
sensitiver gegentber CDT sind als nicht-stimulierte Zellen, ist fur zuklnftige Experimente zum
Verstandnis systemischer bakterieller Infektionen von &ufRerster Wichtigkeit und sollte in
diesem Zusammenhang weiter untersucht werden.

Uberdies wurde die Zelltodinduktion nach TMZ analysiert. TMZ ist ein methylierendes Agens,
welches in der Therapie von Hirntumoren und malignen Melanomen eingesetzt wird (Naumann
et al., 2009; Yung et al., 1999). Resistenz vermittelt MGMT, das die Methylgruppe an den
Basen der DNA im aktiven Zentrum aufnimmt und entfernt (Pegg et al., 1995). Lymphozyten
exprimieren MGMT (Roos et al., 2004) und zeigten weder im unstimulierten noch stimulierten
Zustand eine deutliche Zelltodinduktion bis zu klinisch relevanten Dosen von 150 uM (Abb.
3.54 A). Wird MGMT durch eine Vorbehandlung mit O°BG inhibiert, so zeigten insbesondere
stimulierte Lymphozyten eine erhdhte Aktivierung des Zelltods schon nach sehr geringen
Dosen von nur 6,25 — 25 uM (Abb. 3.54 B). Eine erhdhte Toxizitat gegeniber TMZ konnte
auch fur stimulierte Treg, Th und CTL festgestellt werden (Abb. 3.55 und 3.56). Innerhalb der
jeweiligen T-Zellpopulationen konnten keine signifikanten Unterschiede im TMZ-vermittelten
Zelltod festgestellt werden (direkte Gegeniberstellung nicht im Ergebnisteil dargestellt). Dass
stimulierte Lymphozyten nach 0°BG und TMZ sensitiver als unstimulierte Lymphozyten sind,
wurde 2009 von Roos et al. mittels SubG1-Messungen festgestellt. (Roos et al., 2004) Die
Datenlage wurde hier auf AnnexinV/Pl-Messungen und spezielle T-Zellpopulationen erweitert.
Insbesondere die Proliferationseigenschaft der Zellen, die die Toxizitat von TMZ vor allem bei
geringen Dosen vermittelt, sowie die Hemmung von MGMT sind mafgebend flr die erhéhte
Toxizitat auf stimulierte Lymphozyten. Es muss geschlussfolgert werden, dass eine
Kombination von TMZ (+O°BG) mit einer Immuntherapie (zur Stimulation von T-Zellen)
kontraproduktiv ware, da durch TMZ aufgrund der erhéhten Sensibilitat aktivierter T-Zellen die
Effizienz der immuntherapeutischen Strategie abgeschwacht werden wirde.

Die Behandlung von Glioblastomen mit TMZ inklusive der Depletion von MGMT flhrt zu
Lymphopenien und drastischer Immunsuppression in Patienten (Sengupta et al., 2012). In

einem Ratten-Glioblastoma-Modell konnte festgestellt werden, dass bei mehrmaliger Gabe
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von TMZ in niedrigen Dosen (5 Tage/3 Wochen je 0,5 mg/kg) im Gegensatz zur
Standardbehandlung (5 Tage je 30 mg/kg) zirkulierende Treg im Verhaltnis zu Th depletiert
werden (Banissi et al., 2009). In dieser Arbeit konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Zelltodinduktion zwischen Treg, Th und CTL nach TMZ beobachtet werden (Abb. 3.55 und
3.56). Es musste in vitro Uberprift werden, ob bei sehr geringen TMZ-Konzentrationen (z.B.
6,25 uM) Treg mehr Zelltod einleiten als Th. Dies wiirde zusammen mit der Arbeit von Banissi
et al. wichtige Erkenntnisse in der Anwendung von TMZ liefern, da eine spezifische Depletion
Tumor-schitzender Treg wahrend der Hirntumortherapie ein fir den Patienten positiven
Nebeneffekt hatte. Bei Anderungen hinsichtlich der Applikation von TMZ im Kontext einer
Treg-Depletion sollte aber die Zerstérung der Tumorzellen als primares Ziel nicht abgemildert

werden.

4.6 Sensitivitat von Lymphozyten, insbesondere von Treg, gegenuber

Mafosfamid und die daraus resultierende Implikation fur die Inmunantwort
In Kombinationstherapien ist es erforderlich, die antitumorale Immunantwort nicht negativ zu
beeinflussen sowie Methoden zu entwickeln, die gezielt Tumor-protektive Treg depletieren
(Hobeika et al., 2011). Behandlungen mit Cyclophosphamid flihrten in Tierversuchen und
Patienten zu einer selektiven Depletion von Treg, was in einer gesteigerten antitumoralen
Immunantwort resultierte (Ercolini et al., 2005; Ge et al., 2012; Ghiringhelli et al., 2004; Lutsiak
et al., 2005). Dieser Zusammenhang zwischen einer Immunaktivierung nach niedrigen Dosen
und einer Immunsuppression nach hohen Dosen Cyclophosphamid wurde als Nebenprojekt
dieser Doktorarbeit publiziert und wird im Folgenden kurz beschrieben (im Detail siehe
Heylmann et al., 2013). Die fur die Experimente eingesetzen Mafosfamid-Dosen sind den in
der Therapie ermittelten Plasmakonzentrationen von Cyclophosphamid angepasst, die direkt
nach Applikation 12 — 18 ug/ml, nach 24 h Level < 2,5 ug/ml erreichen (Joy et al., 2012;
Matthias et al., 1984). Es konnte gezeigt werden, dass bei niedrigen Dosen des
Cyclophosphamid-Derivats Mafosfamid (0,5 ug/ml) Treg signifikant mehr Zelltod einleiten als
Th und CTL (Abb. 3.58 A). Da Treg immunhemmende Zellen sind, wirde dies zu einer
reduzierten Inhibition von Th und CTL und somit zu einer Immunstimulation flhren. Bei
héheren Dosen Mafosfamid (ab 1,5 ug/ml) naherten sich die Zelltodwerte von Th und CTL den
Werten von Treg an (siehe Heylmann et al., 2013). Da somit bei héheren Dosen auch T-
Effektorzellen betroffen sind, wiirde dies in einer systemischen Immunsuppression resultieren.
Die hohe Sensitivitdt von Treg ist spezifisch fir das ICL-bildende Cyclophosphamid bzw.
Mafosfamid, denn nach Behandlung mit Nimustin oder Mitomycin C, ebenfalls DNA-
Crosslinker, konnten keine Unterschiede in der Zelltodinduktion zwischen Treg, Th und CTL
festgestellt werden (Abb. 3.59). Acrolein, das wahrend der Hydrolyse von Cyclophosphamid

bzw. Mafosfamid als Intermediat entsteht und ein sehr potentes Gift ist, induzierte in den Zellen
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nur einen leichten Anstieg an Apoptose, jedoch keinen Anstieg bei steigender Dosis
(Heylmann et al., 2013).

Ferner konnte gezeigt werden, dass die Suppressionsfahigkeit Mafosfamid-behandelter aber
weiterhin vitaler Treg vermindert ist. Mithilfe eines speziellen in vifro Suppressionsassays
wurde ermittelt, dass Mafosfamid-behandelte Treg defizient in der Hemmung der Proliferation
von Th sind als im Vergleich zu Mafosfamid-unbehandelten Treg. Zudem konnte in Treg nach
Mafosfamid-Behandlung eine Abnahme der Helios-Expression detektiert werden. Helios ist ein
Transkriptionsfaktor von Treg und speziell ein Marker der Treg-Aktivierung (Akimova et al.,
2011). Dies macht deutlich, dass niedrige Dosen Mafosfamid nicht nur gezielt Treg durch
Induktion des Zelltodes depletieren, sondern auch ihre Funktionalitat reduziert wird. Da
Mafosfamid vor allem Interstrang-Crosslinks (ICLs) in der DNA bildet, die Uber sehr komplexe
Mechanismen repariert werden, wurde ein modifizierter Comet Assay zur Detektion von ICLs
durchgefihrt. Dieser zeigte nach MAF-Behandlung deutlich mehr ICLs in Treg im Vergleich zu
Th und CTL und nach 24 h eine Abnahme der ICLs in Th und CTL, jedoch nicht in Treg. Dies
I&sst auf einen Defekt in der Crosslink-Reparatur in Treg schlielen. Gleichzeitig konnten nach
Mafosfamid innerhalb der ersten 6 h im Gegensatz zu Treg ein Anstieg von yH2AX-Foci in Th
und CTL, vermutlich aufgrund der Prozessierung des DNA-Schadens im Verlauf der ICL-
Reparatur, festgestellt werden (siehe in Heylmann et al., 2013). 24 h nach Mafosfamid-
Behandlung zeigten Treg deutlich yH2AX-Foci, wahrscheinlich infolge nicht-reparierter ICLs
und einer spat einsetzenden DDR, wahrend kaum persistierende yH2AX-Signale in Th und
CTL detektiert wurden. Vergleicht man wiederum die Zelltodinduktion nach Mafosfamid in
unstimulierten mit stimulierten Lymphozyten, so zeigte sich, dass unstimulierte Zellen
signifikant mehr Zelltod einleiten und stimulierte Zellen deutlich resistenter sind (Abb. 3.57).
Neben Apoptose wurde auch Nekrose induziert. Auch hier stellt sich wiederum die Frage,
weshalb proliferierende Lymphozyten resistenter gegen einen DNA-Schaden wie ICLs sind im
Gegensatz zu nicht-proliferierenden Zellen. In zuklnftigen Experimenten kénnte ein
modifizierter Comet Assay zur Analyse der ICL-Reparatur durchgeflihrt werden, um mogliche
Unterschiede in der Reparaturkapazitat von unstimulierten und stimulierten Lymphozyten
herausstellen zu kdnnen. Es zeigte sich, dass nach einer hdheren Dosen Mafosfamid (1,5
pg/ml) auch die stimulierten Zellen vermehrt Zelltod einleiten. Dies spricht wiederum fiir den
Effekt der Immunstimulation nach niedrigen Dosen bzw. einer Immunsuppression nach hohen
Dosen Mafosfamid. Es sterben somit signifikant mehr unstimulierte Lymphozyten nach
niedrigen Dosen Mafosfamid als immunaktive, stimulierte Zellen. Der Schutzeffekt gegen
Mafosfamid durch Stimulation des T-Zellrezeptors konnte auch in spezifischen T-
Zellpopulationen wie Th und CTL nachgewiesen werden (experimentell durchgefiihrt, in dieser
Arbeit nicht dargestellt), interessanterweise auch fur Treg (Abb. 3.58 B). Dieser Effekt sollte in

zukunftigen Treg-Depletionsstrategien mit Cyclophosphamid bertcksichtigt und eine
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zusatzliche Aktivierung des T-Zellrezeptors auf Treg bei einer Niedrigdosis-Therapie
vermieden werden.

Treg regulieren die antitumorale Immunantwort (Schmidt et al., 2012). Die Anzahl an
tumorinfiltrierenden Treg korreliert mit einer schlechten Prognosen und mit geringeren
Uberlebenschancen der Patienten (Curiel et al., 2004; Jacobs et al., 2010). Selektive
Depletionsstrategien fur Treg mit niedrigen Dosen Cyclophosphamid stehen daher stark im
Fokus der Tumortherapie, insbesondere in Kombination mit weiteren therapeutischen
MaRBnahmen wie Immunvakzinierungen (CTLA-4, PD1), adaptivem T-Zelltransfer und
ionisierender Strahlung (Begg et al.,, 2011; Vanneman & Dranoff, 2012). Ziel ist es, das
normale Gewebe und Blutzellen zu schutzen, den Tumor zu schadigen und die Infiltration

antitumoraler Effektor-T-Zellen zu fordern.

4.7 Uberblick und mogliche translationale Umsetzung in der
Kombinationstherapie bei Krebs

1. Es konnte gezeigt werden, dass Zellen der lymphoiden Reihe wie T-, B-, NK-Zellen sowie
CD34+ Vorlauferzellen signifikant sensitiver gegenuber IR sind als Zellen der myeloiden Reihe
wie Monozyten, Makrophagen und Dendritische Zellen. Granulozyten sterben aufgrund ihrer
naturlichen Kurzlebigkeit friih nach ihrer Isolation in Kultur und werden in ihrer Viabilitat nicht
durch IR beeinflusst.

2. Zwischen den hier untersuchten Blutzellen konnten keine signifikanten Unterschiede in der
DSB-Reparatur mittels yH2AX-Foci Assay ermittelt werden. In Blutproben von Patienten, die
einer Ganzkdrperbestrahlung ausgesetzt waren, zeigten T-Zellen deutlich mehr yH2AX-Foci
als Monozyten. Granulozyten zeigten keine yH2AX-Foci, weder in in vitro Versuchen, noch in
Blutproben von Patienten wahrend einer Ganzkdrperbestrahlung. In einer mitbetreuten
Masterarbeit (Haak) wurde zudem gezeigt, dass Granulozyten eine Defizienz in der Reparatur
von DSB aufgrund herabregulierter DNA-Reparatur Proteinen und Faktoren der DDR
aufweisen.

3. Weiterhin wurde eine Methode entwickelt, die es erlaubt, aus nur einem aus der Fingerspitze
entnommenen Tropfen Blut DNA-Schaden in Form von yH2AX in spezifischen
Blutzellpopulationen immunhistochemisch anzufarben und zu quantifizieren, sowie die
individuelle DNA-Schadensreparatur zu bestimmen. Diese sog. Bluttropfenmethode (BDM)
birgt hohes Potential fir zukinftige diagnostische Verfahren im Bereich radiobiodosimetrischer
Bestimmungen, Feldstudien an groferen Populationen, Mausexperimenten und der
personalisierten Krebstherapie, um den Einfluss &auRerer Faktoren wie z.B. IR,
Chemotherapeutika, Lifestyle-Drugs oder Nahrungserganzungsmitteln zu untersuchen. Sie ist
einfach durchzufiihren, kostenglnstig, benétigt wenig Laborausstattung im Vergleich zu

herkdmmlichen Assays, ist auf mehrere Blutzellpopulationen und weitere Proteinmarker in Ko-
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Farbung erweiterbar. Die Proben kénnen Uber mehrere Tage als Blutaustrich ohne sofortige
Fixierung und Farbung gelagert werden.

4. T-Zellen sind die strahlensensitivsten Zellen des hamatopoetischen Systems. Hier wurde
untersucht, Uber welche Signalwege T-Zellen sterben und wieso sie eine Strahlenresistenz
erlangen, wenn der CD3 T-Zellrezeptor und CD28 Ko-Rezeptor aktiviert werden, wie es in
Immunreaktionen geschieht. Eine Stimulation der Lymphozyten bewirkte eine Aktivierung der
Caspasen und eine Spaltung von PARP-1 sowie eine Expression des FasR und leichte
Induktion von p53. Eine Behandlung mit IR zeigte jedoch in stimulierten Zellen eine signifikant
geringere Zelltodinduktion im Vergleich zu unstimulierten Lymphozyten. Unstimulierte Zellen
untergingen einen Caspase-unabhangigen Zelltod mit apoptotischen Signalen (AnnexinV
positiv) und zeigten eine deutlich héhere DNA Fragmentierung als ihr stimulierter Gegenpart.
Unterschiede in der [IR-vermittelten Induktion des  Tumorsuppressors und
Transkriptionsfaktors p53 und dessen Phosphorylierung an Ser15 und Ser46 konnte zwischen
stimulierten und unstimulierten Lymphozyten nicht festgestellt werden.
Pan-Caspase-Inhibitoren wie auch spezielle Inhibitoren flir Caspase-2 zeigten keinen Effekt
auf den IR-vermittelten Zelltod in unstimulierten wie auch stimulierten Lymphozyten. Ebenfalls
gaben Caspase-1 Western Blots keine Hinweise auf ein Einleiten der Pyroptose. Dies wurde
durch Caspase-1-Inhibitoren bestatigt, die keine Wirkung auf den Strahlen-induzierten Zelltod
hatten. Auch der PARP-Inhibitor Olaparib zeigte keine Wirkung auf die Strahlensensitivitat der
Zellen; eine AlF-Translokation in den Zellkern konnte nicht beobachtet werden, wodurch der
Parthanatos genannte Zelltodweg ausgeschlossen werden kann. Ferner hatte der Inhibitor von
RIP1 (Nekrostatin), ein wichtiger Ausléser der sog. Nekroptose, keinen Einfluss auf den IR-
induzierten Zelltod von Lymphozyten.

Interessanterweise bewirkte jedoch die Hemmung der DDR-Faktoren ATM aber auch des
MRN-Komplexes (Mre11) sowie CHK1 und CHK2 einen signifikanten Schutz gegenlber IR in
unstimulierten Lymphozyten, nicht aber nach Inhibition von DNA-PK. Deutlich erhdhte Signale
von pATM wurden nach IR in unstimulierten im Gegensatz zu stimulierten Zellen beobachtet.
Auf Genexpressionsebene war ATM einer der wenigen Faktoren, die in stimulierten
Lymphozyten herunterreguliert wurden.

Stimulierte Lymphozyten zeigten eine transkriptionelle Hochregulation von Survivin und
MTH1. Beide Gene codieren fiir Proteine, die fiir ein Uberleben im Zusammenhang einer IR-
Exposition stehen koénnten. Eine Inhibition von Survivin bzw. MTH1 zeigte jedoch keinen
Einfluss auf den IR-induzierten Zelltod, wenngleich die Inhibition von MTH1 in stimulierten
Lymphozyten signifikant mehr Zelltod ausldste als in unstimulierten Zellen. Die erhdhte
transkriptionelle Expression von MTH1 geht einher mit einer erhéhten Menge an ROS, die in

stimulierten Lymphozyten gemessen wurde.
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Zusammengefasst ist der DNA-Schaden, der durch IR verursacht wird, bzw. dessen
Erkennung durch die DDR Ausldser fir den Zelltod in Lymphozyten, auch wenn die DNA-
Schaden (SSB und DSB) effizient in stimulierten als auch unstimulierten Lymphozyten
repariert werden. Unklar bleibt weiterhin, welche Signalwege ausgehend von MRN, ATM,
CHK1 und CHK2 letzendlich DNA-Fragmentierung und Apoptose auslésen.

5. Das bakterielle Toxin und ,Radiomimetikum“ CDT bewirkt gegensatzliche Effekte in
Lymphozyten als IR. Stimulierte Lymphozyten sind hoch sensitiv gegeniber CDT als
unstimulierte Zellen und zeigen signifikant mehr DSB in Form von yH2AX. Dies ist eine
wichtige Erkenntnis, vor allem im Zusammenhang systemischer, bakterieller Infektionen und
dem Entkommen der Bakterien vor dem Immunsystem des Wirts.

6. Gegeniiber dem Chemotherapeutikum TMZ konnte nur nach Depletion (O°BG) des
Resistenzfaktors MGMT und auch nur in stimulierten Lymphozyten ein deutlicher Zelltod, in
diesem Falle auch Nekrose, induziert werden.

7. Das Zytostatikum und Derivat von Cyclophosphamid Mafosfamid hingegen zeigte bei
niedrigen Dosen erhdhte Toxizitat in unstimulierten Lymphozyten, wobei bei héheren Dosen
auch die stimulierten Zellen vermehrt Apoptose und Nekrose einleiteten. Dies kdnnte ein
weiterer Hinweis sein, weshalb niedrige Dosen Mafosfamid zu einer Immunstimulation
(geringe Toxizitat fur stimulierte Zellen) und hohe Dosen zu einer Immunsuppression (hdhere
Toxizitdt far stimulierte Zellen) fuhren. Eine Immunstimulation nach einer Niedrigdosis-
Therapie mit Cyclophosphamid/Mafosfamid kann auf eine selektive Toxizitdt gegeniber
immuninhibierender Treg, die signifikant mehr Zelltod eingehen als die Effektorzellen Th und
CTL, geschlussfolgert werden. Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass Mafosfamid die
immunhemmende Aktivitat von Treg reduziert sowie Treg im Vergleich zu Th und CTL defizient
in der Reparatur von ICLs sind, die durch Mafosfamid erzeugt werden (siehe hierzu die
Publikation Heylmann et al., 2013).

Die hier gezeigten Daten sind Uberaus wichtig, um das Verhalten von Blutzellen sowie eine
Immunsuppression als Nebenwirkung der Strahlen- und Chemotherapie abwégen und den
Einfluss auf eine mdgliche antitumorale Immunantwort beschreiben zu kénnen. Dies ist gerade
fur Kombinationsbehandlungen in der Krebstherapie von au3erordentlicher Bedeutung. Denn
nur Kombinationen unterschiedlicher Behandlungsmethoden koénnen einen Erfolg in der
Bekadmpfung heterogener Tumorzellen vermitteln. Kombinationsstrategien stehen zurzeit sehr
im Mittelpunkt der Krebsforschung und -therapie. Diese bestehen z.B. aus einer Kombination
aus IR und gleichzeitiger pharmakologischer Modulation von Signalwegen (z.B. Akt, NF-kB,
ATM), um die Strahlenresistenz von Tumorzellen zu reduzieren. Sinnvoll ist dabei auch die
Reduktion von Schaden am gesunden Gewebe bzw. dessen Stimulation zur

Wiederherstellung (z.B. Recovery von Blutzellen durch Zytokine) (Begg et al., 2011).
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Kombinationen kénnen auch aus unterschiedlichen Immuntherapien zusammengesetzt sein,
wie die Injektion von Tumorvakzinen mit gleichzeitiger Gabe von Immun-Checkpoint-
Inhibitoren (CTLA-4, PD1). Zusétzlich ist die Kombination der konventionellen Chemotherapie
mit Immuntherapie ein vielversprechendes Modell. So flihrt IR zur Entlassung von
Tumorantigenen und kann dadurch die Immuntherapie verstarken. Cyclophosphamid (Treg | )
zusammen mit Tumorvakzinen (Th, CTL 1) sind weitere mogliche Anséatze, als auch eine
Kombination von CTLA-4-Antikérpern mit der klassischen Chemotherapie, die das Uberleben
von Melanompatienten erfolgreich verlangern kann (Vanneman & Dranoff, 2012).

Eine mdgliche Behandlungsstrategie bestehend aus Strahlentherapie mit zytotoxischer
Chemotherapie, Immuntherapie  (zur  Aktivierung antitumoraler T-Zellen) und
pharmakologischer Inhibitoren (ATMi, CHK1/2i) kénnte wie in Abb. 4.2 gezeigt aussehen.
Erste Studien bezlglich zeitlicher Gabe und geeigneter Dosen (fraktioniert, Vor- oder

Nachbehandlung) muissten vorab in Maus-Tumormodellen festgelegt werden.

- Q *
Isolation von DCs

ATMi/CHKi | in vitro Kultivierung
' R Tumorpeptidlysat
. Immuntherapie
WO
9\\3‘“ timulation
no°
\o®
oy Reinjektion
BDM zur klinischen Uberwachung Pathogen-aktivierte DCs

kontrainduziert: TMZ, MTH1i, (CDT)

Abb. 4.2: Vorschlag einer Kombinationstherapie bei der Behandlung von Krebs. Ziel ist ein hoch-effizienter
antitumoraler Effekt mit Schutz oder einer Aktivierung von Immunzellen. Eine Vakzinierung mit Tumorpeptid-
geprimten DCs bewirkt systemisch und in der Tumorumgebung eine Aktivierung von T-Effektorzellen gegen
tumorale Antigene (Tacken et al., 2007). Eine zeitgleiche Bestrahlung des Tumors wirde die Krebszellen
schadigen, wohingegen die strahlenresistenten DCs und die durch Aktivierung strahlenresistent-werdenden T-
Zellen in ihrer Immunantwort nicht beeinflusst werden. Eine zuséatzliche Gabe von ATM-, MRN- oder CHK1/2-
Inhibitoren kdnnte dabei Lymphozyten vor IR schiitzen, einer Immunsuppression entgegenwirken und gleichzeitig
Tumorzellen gegentiber IR sensitivieren. Niedrige Dosen Cyclophosphamid depletieren selektiv Tumor-schiitzende
Treg, jedoch kaum T-Effektorzellen wie Th und CTL oder aktivierte T-Zellen. Als Uberwachung und Validierung der
Dosen konnte die BDM eingesetzt werden. Kontrainduziert aufgrund der Toxizitdt gegenuber aktivierte T-Zellen
ware eine Behandlung des Patienten mit 0°BG und TMZ, mit dem MTH1-Inhibitor TH588 und, sollte es in der
Therapie Anwendung finden bzw. der Patient eine hochgradige, bakterielle Infektion aufweisen, mit dem
Radiomimetikum CDT. Ein solcher Kombinationsansatz aus IR, Chemotherapie, pharmakologischer Inhibitoren und
einer immuntherapeutischen Intervention musste in zukinftigen Mausversuchen in einem geeigneten Tumormodell
getestet und etabliert werden. (Patientenabbildung aus Restifo et al. 2012)
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Dosen und zeitliche Gabe der Interventionen missten so gewahlt werden, dass der
therapeutische Effekt maximal gegen den Tumor gerichtet ist, dabei aber die antitumorale
Immunantwort der Immuntherapie nicht abgeschwacht wird bzw. zeitgleich Tumor-schitzende
Treg depletiert werden. Die BDM kénnte als diagnostische Uberwachung des Patienten
wahrend der Therapie angewendet werden, um die Dosen der verwendeten Pharmaka und y-
Strahlung anhand der DNA-Schaden in T-Zellen anzupassen. Dadurch kénnte eine
héchstmdglich ertragliche Dosis flir den Patienten ermittelt und die effizienteste Dosis zur
Zerstorung der Krebszellen bestimmt und eingesetzt werden. Insbesondere die hier
verwendeten ATM- und CHK1/2-Inhibitoren koénnten einen groRen Vorteil in einer
Kombinationstherapie darstellen, da sie Tumorzellen gegenuber DNA-schadigenden
Substanzen und IR sensitivieren, aber zeitgleich Lymphozyten vor IR-induziertem Zelltod

schutzen.
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Abb. 6.1: Isolation von CD56+ NK-Zellen, CD19+ B-Zellen, CD3+ T-Zellen, CD14+ Monozyten und CD34+
Vorlauferzellen mithilfe magnetischer Beads. CD3-APC, CD56-PE, CD19-PE, CD14-VioBlue und CD34-PE
gefarbte PBMCs direkt vor (A) und nach Bead-Isolation (B). Eine Anreicherung der Zellen
(CD56/CD19/CD3/CD14/CD34) ist zu tber 90 % Reinheit mdglich C: Die in B angereicherten CD34 Vorlauferzellen
wurden 6 Tage mit entsprechendem Expansionsmedium kultiviert und mit CD34-PE angefarbt. Die Zellen behalten
ihren CD34-positiven Phanotyp.
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Abb. 6.2: SSC/FSC-Dotblots von aufgereinigten Zellen und Histogramme der AnnexinV-Farbung in
unbehandelten (Ko) und 1 Gy exponierten Zellen nach 24 h. Gating im SSC/FSC zeigt nicht-fragmentierte Zellen
fur Abb. 3.2. Sterbende Zellen verschieben sich im SSC/FSC-Dotblot nach links (fragmentierte Zellen).
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Abb. 6.3: SSC/FSC-Dotblots unstimulierter und stimulierter Lymphozyten (PBLs) sowie Histogramme der
AnnexinV-Farbungen in unbehandelten (Ko) und 1 Gy exponierten Zellen nach 24 h. Innerhalb der PBLs
wurden CD3+/CD8+ CTL bzw. CD3+/CD4+ Th markiert. Sterbende Zellen verschieben sich im Dotblot nach links
(von blau nach rot) bzw. verlieren ihre Positivitat flir CD8 bzw. CD4. Der Verlust des CD8- bzw. CD4-Markers (von
blau nach rot) wird als Fragmentierung von Th und CTL aufgrund der Bestrahlung gedeutet und ist in Abb. 3.2
dargestellt. Histogramme zeigen AnnexinV-Farbungen innerhalb des Gates zur Markierung von Th bzw. CTL oder
in der kompletten PBL-Fraktion. Stimulierte Zellen zeigen nach 1 Gy ein deutlich geringeres AnnexinV-Signal als
unstimulierte Zellen.
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Abb. 6.4: Abnahme der rechten (roten) Population mit Verschiebung nach links als Folge der
Zelltodinduktion bzw. Zellfragmentierung (Kreis) in unbehandelten (Ko) und behandelten (1 Gy) CD34+
Vorlauferzellen (A, nicht-expandierte; B, expandierte CD34+ Zellen).
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Abb. 6.5: Anteil CD4/CD8/CD25-positiver Zellen nach Ficoll (PBMCs) und nach Isolation mit magnetischen
Beads fiir CTL (CD8), Th (CD4) und Treg (CD4 und CD25).

6.6

CTL

Aunzgnhl -
Anzahl

unstim

unstim stim”

Treg

Anzah!

stim unstim

stim”

Abb. 6.6: Aufgereinigte Treg, Th und CTL 4 Tage unstimuliert bzw. stimuliert mit Antikrper gegen CD3
und CD28. Farbung mit PI fiir Zellzyklusanalyse am Durchflusszytometer.
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6.7
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Abb. 6.7: PI-Farbung (SubG1-Assay) von isolierten CD34+ Vorlauferzellen, 3 Tage kultiviert in Medium ohne
und mit Zytokinzusatz (expand.). Ohne Zytokine zeigen CD34+ Vorlduferzellen nach 3 Tagen basal stark erh6hte
Werte der SubG1-Fraktion und Zellen in G1. Aufgrund der erhéhten basalen Zelltodwerte, die sich im Laufe der
Kultivierung einstellen, wurden nicht-expandierte CD34+ Vorlauferzellen immer am Tag der Isolation bestrahlt und
nach 24 h der Zelltod gemessen. Eine Expansion der CD34+ Vorlauferzellen mit Zytokinen fihrt zur Proliferation
der Zellen mit Anstieg der S- und G2-Phase Population.
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Abb. 6.8: Apoptose- und Nekrose-Gating am Durchflusszytometer von AnnexinV/Pl-gefarbten
unstimulierten und CD3-/CD28-stimulierten Lymphozyten (PBLs), 24 h nach Exposition mit 0,5 Gy bzw.
unbehandelt (0 Gy).
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Abb: 6.9: DNA-Einzelstrangbriiche gemessen mittels Alkalischem Comet Assay in unstimulierten und
stimulierten Lymphozyten 1 min nach unterschiedlichen Dosen IR. PBLs wurden nach Exposition mit IR nach
1 min sofort auf Eis gelagert, um die Reparatur der Zellen zu verlangsamen, und fiir den Comet Assay vorbereitet.
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Abb. 6.10: Analyse der FasR-Expression mittels eFluor®450-gekoppelter Antikérper gegen FasR (CD95) auf
A: CTLs und B: Th gegated innerhalb unstimulierter und stimulierter Lymphozyten (PBLs). Reprasentative
Dotblots und Histogramme von Lymphozyten exponiert mit 1 Gy (links), Quantifizierung -/+ 1 Gy exponierter
Lymphozyten (rechts). t-Test, *p < 0,05, **p < 0,01. Mittelwert, SD, n = 3. C: Farbung mit Isotypenkontrolle IgG1-
eFluor®450 zeigt kein Signal. Eine unspezifische Bindung des AK kann somit ausgeschlossen werden.
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6.11
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Abb. 6.11: Analyse der Caspase-3/7-Aktivitdat mittels Lumineszenz-Assay in unstimulierten und stimulierten
Lymphozyten (PBLs), unbehandelt (Ko) oder 24 h nach 1 Gy. Mittelwert, SD, n = 3. Logarithmische Skala.
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Abb. 6.12: Immunhistochemische Farbung von PAR zur Bestimmung der PARP-Aktivitdt in unstimulierten
und stimulierten Lymphozyten (PBLs) nach 1 Gy IR. Eine Induktion von PAR ist direkt nach 1 Gy in beiden
Populationen sichtbar. Nach 5 min ist ein starkeres PAR-Signal in unstimulierten PBLs zu erkennen. Extranukleares
PAR-Signal in stimulierten Lymphozyten kann auf eine unspezifische Bindung des 2. AK an der Zelloberflache
zurlickgefiihrt werden (siehe Bild zur Farbung nur mit 2. AK). Kern, blau; PAR, griin. n = 1.
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Abb. 6.13: CytolD® - Farbung von Lymphozyten zur Messung der Autophagie am Durchflusszytometer.
A: Reprasentative Dotblots bzw. Histogramme. Gating der Lebendfraktion am SSC/FSC (oben) und Analyse dieser
Zellen im Histogramm (unten). Ein Verschieben des Signals nach rechts bedeutet ein Anstieg der autophagischen
Zellpopulation. B: Quantifizierung CytolD®-positiver Zellen. IR induziert leicht Autophagie in unstimulierten wie
auch stimulierten Lymphozyten. Héhere CytolD®-Signale werden in stimulierten Lymphozyten gemessen. Weitere
Versuche zur Charakterisierung der Autophagie wie z.B. in Form einer Anreicherung von LC-3B sowie
Positivkontrollen stehen aus. Mittelwert, SD, n = 4. Two-Way ANOVA, *p < 0,05, ****p < 0,0001.
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Abb. 6.14: FDG-Farbung von Lymphozyten zur Messung der Seneszenz am Durchflusszytometer.
A: Reprasentative Dotblots bzw. Histogramme. Gating der Lebend- und Todfraktion am SSC/FSC (oben) und
Analyse dieser Zellen im Histogramm (unten). Ein Verschieben des Signals nach rechts bedeutet ein Anstieg der
seneszenten Zellpopulation. Unbehandelte, stimulierte Zellen (Ko) zeigen eine hohe FDG-Autofluoreszenz.
B: Quantifizierung der Induktion FDG-positiver Zellen nach 1 Gy. Mittelwert, SD, n = 3.
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Abb. 6.15: Inhibition von p53 (A) und ATM (B) vor Exposition mit 1 Gy und Zelltodmessung nach 24 h.
A: p53i (Zyklisches Pifithrin-a, 100 pM), AnnexinV/PI-Farbungen von unstimulierten und stimulierten PBLs.

Fehlerbalken geben interexperimentelle Varianz wieder. Mittelwerte, n = 2 - 3. B: ATMi (KU55933, 10 uM).
AnnexinV/PI-Farbung von unstimulierten PBLs. n = 1.
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Abb. 6.16: Toxizitat der Inhibitoren in Form des induzierten Zelltodes 24 h nach Behandlung. ATMi
(KU60019, 3 uM), DMSO (entsprechend der Menge des gelésten ATMi), ATRi (VE-828, 10 uM), CHK1i (UCN-1,
150 nM), CHK2i (CHK2-Inhibitor I, 10 uM), p53i (Zyklisches Pifithrin alpha, 30 und 100 uM), RIP1 (Necrostatin-1,
100 pM), MRE11i (Mirin, 25 uM), DNA-PKi (KU0060648, 5 uM), Casp2i (Z-VDVAD-FMK, 20 yM), Casp1i (Z-WEHD-
FMK, 20 uM, 60 pyM ), PARPI (Olaparib, 0,5 uM), Dasatinib (10 uM), Akt1i (A-674563, 5 uM, 10 uM). Die Inhibition
von Akt1 fuhrt in den Lymphozyten zu erhdhter Toxizitat in den Zellen und scheint ein essentielles Protein fiir das
Zelliberleben zu sein. Eine Ko-Behandlung Akt1i mit IR wurde nicht weiter fortgesetzt.
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6.17
GEN ANTISENSE (LOW) SENSE (UP)
SURVIVIN* ATGACTTGTGTGTGATGA GTTTGTGCTATTCTGTGAA
POLQ GCAATATCCAATGAAGAGA ATACTACCTCCAFAFTCT
PCNA AGTGTCACCGTTGAAGAG TTACCATAGAGATGAATGAACCA
BRCA1 CAGTTCCAAGGTTAGAGA AAGACTTCTACAGAGTGAA
FEN1 AACAGCAATCAGGAACTG CGGGAGAATGACATCAAG
RAD51* GGGGTGATCAGTTTCTGTTGC GCACAATCATCTGCAAGTGGG
TRP73 ATCTGGCAGTAGAGTTTC CACTTTGAGGTCACTTTC
BRCA2* CTACACCACCCACCCTTA CATGACTTGCAGCTTCTCT
KU70 AACTATCTCTCTGAATA TGGGAGTCATATTACAAA
BCL2 TCTACTTCCTCTGTGATGT CGACTCCTGATTCATTGG
FANCD2 GGCTGTTACGGAATGAAGA AGTTGGTGATGGATAAGTTGT
CHK1 TAAATCACAATCGCCACTC CCACCTCTTCATAACAACAA
MLH1 CTGAATACCTGCCAACAA TTACAACATAGCCACGAG
MGMT* AATCACTCCGAATTTCAC CTCTTCACCATCCCGTTT
MSH2* CTTCTTCTGGTTCGTCAGTATAGA ATCATTCTCCTTGGATGCCTTAT
MTH1 AAACCAGTAGCTGTCGTCG CGAAATGCGCCCATGCTG
PARP1 CACTTGCTGCTTGTTGAA GAACGACCTGATCTGGAA
ATG3 TTCCAACAATCCACTCTC AGGACAATATAAGGCTTCAA
DNAPKcs GGATTTCTTCTCTACATTCAC GCATTACAGACATCTTTAGTT
MSH6* GAAATTTAAGCCAGACACTAA CCTTCACTCTCACTATCC
FASR GGCTTCATTGACACCATT TTATCTGATGTTGACTTGAGTAA
TRP53 ACGGATCTGAAGGGTGAAA AGCACTAAGCGAGCATG
AKT1 TGAAGGTGCCATCATTCT ATTGTGAAGGAGGGTTGG
MDM?2 AGGCTATAATCTTCTGAGTC ATCTTGATGCTGGTGTAA
LIG1 CTTTGGAGGTCTTTAGGG GAAGTGGCAACAGAGAAG
XPF AGATGAATGCTTCTTGACA GGTTGACTTCTTGACTGATA
CHK2 AGGCACCACTTCCAAGAG GCACTGTCACTAAGCAGAAAT
DDB2 GCATTCTGAGATTCCAAAGC TGTAGCCTGGATGTGTCT
ATR CAGATGACTTCACAGATT AAGGCAGTTGTATTGAAT
XRCC1* CCTCCTCCTTCACACGGAAC CTCCCCCTTTGGCTTGAGTT
RAD50 TATAAGTTCTCCATTGACATC AGACGACCATCATTGAAT
clIAP CGATAATACTAGCAATGACCAA CACCTGGAAACAAAGCATT
NBS1 GTCCTGGAGTTGTTGTCTT ATTGGATTGGCGGTGATT
MLH3 CTTCTATTCTCTGCCTAA TGTAACAGTGTATAACCTA
BAX CAGAAGGCACTAATCAAG ATCAGATGTGGTCTATAATG
CASP2 TCTGGTCACATAGAACAT GAGAGAAAGAACTGGAATT
OGG1 GATGTTGTTGTTGGAGGAA AAGAGGTGGCTCAGAAAT
LIG3 GGAATAGGCACAGTTCTT GCTATATGTCTTTGGCTTTC
MRE11a GGTTGCCATCTTGATAGTT GCCTGTCCAGTTTGAAAT
BECN1 CTGTGGTAAGTAATGGAG GGATGGAAGGGTCTAAGA
APAF1 AAGACGAAGATTTCCTTA TGTAGTATCTTTAATTGGTG
ATG7 AACCTTGTCCAAGTCTAA GAACCTTCAGTGAATGTATG
XIAP CCGAAGAGAAACCACATTT CTGAGCCAGATCAAAGTATG
NOS2 CTCCACATTGTTGTTGAT AATCCAGATAAGTGACATAAG
XPG TCTATCGCTTGAGGATTATGA CAGTTCAGAAGAGGAAGATG
RADS52 TGTTGTATCTTGCCTCCT CAGTTGCCTCTTGAAGTG
NOX1 CACACTTGCGAGGATGAC ATGACAATAGCCTTGATTCTCA
PUMA TTCAGTTTCTCATTGTTAC TAAGGATGGAAAGTGTAG
ATM GGAATCTGAATGCCGATCTAG TATCTGCTGCCGTCAACTA

Abb. 6.17: Sequenz Primer von Sigma Life Science Array_HD/Array_HUMAN, Eurofins Genomics* oder

. #
Invitrogen
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