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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das maligne Melanom

Das maligne Melanom ist ein bosartiger Tumor, der vom melanozytdren Zellsystem
ausgeht und fiir ca. 90% der Mortalitdt an Hautkrebs verantwortlich ist. Charakteristisch
fiir diesen Tumor ist die frithe Tendenz zur Metastasierung im Verhiltnis zur Tumormasse.
Das maligne Melanom nimmt in der weiBBhdutigen Bevdlkerungsgruppe weltweit rasant zu
(Armstrong and Kricker 1994; Garbe and Blum 2001). Im Gegensatz dazu sind
Bevolkerungsgruppen mit stirkerer Pigmentierung kaum betroffen. Zurzeit betrdgt die
Quote in Mitteleuropa 10-12 Fille, in den USA 10-25 Fille und in Australien 50-60 Fille
pro 100000 Einwohner und Jahr. Fiir die Entstehung eines malignen Melanoms spielt die
UV-Belastung als exogene Einflussgrof3e eine zentrale Rolle (Wiecker et al. 2003); 5-10%
der Melanome konnen auf polygene Erbfaktoren in erblich belasteten Familien

zuriickgefiihrt werden (Greene et al. 1985).

1.1.1 Stadieneinteilung und Prognose des malignen Melanoms

Die aktuelle Stadieneinteilung des malignen Melanoms basiert auf einem Vier-
Phasenmodell nach Balch (Balch et al. 2001) (Tab.1-1). Wihrend Melanome des Stadiums
I und II nur aus dem Primértumor bestehen, ist Stadium III durch das Auftreten regionaler
Lymphknotenmetastasen und Stadium IV durch das Auftreten von Fernmetastasen
definiert. Die 10 Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von Patienten mit Primértumoren
liegt bei 75-80%, bei Patienten mit Satelliten- und in-transit-Metastasen bei 30-50% und
bei Patienten mit regionalen Lymphknotenmetastasen bei 20-40%. Bei diagnostizierten
Fernmetastasen liegt die mediane Uberlebenszeit ohne Behandlung nur noch bei

6-9 Monaten.



Einleitung

Tabelle 1-1: Stadieneinteilung des malignen Melanoms (Balch et al. 2001)

Stadium | Primértumor Geschwiir- | Regionale Fernmetastasen
Dicke (mm) ausbildung | Lymphknotenmetastasen

0 In situ Tumore Nein Nein Nein

TA <1,0 Nein Nein Nein

1B < 1,0 oder Ja Nein Nein
1,01 -2.0 Nein

IIA 1,01- 2,0 oder Ja Nein Nein
2,01 -4,0 Nein

IIB 2,01 — 4,0 oder Ja Nein Nein
>4.0 Nein

IIC >4.0 Ja Nein Nein

101 A Jede Tumordicke Nein Nein Nein

I B Jede Tumordicke Ja Mikrometastasen
Jede Tumordicke Nein < 3 Markrometastasen Nein
Jede Tumordicke Ja/Nein Satelliten- u./o0. in-transit Metastasen

11 C Jede Tumordicke Ja < 3 Markrometastasen
Jede Tumordicke Ja/Nein < 4 Markrometastasen o. Satelliten- | Nein

u./0. in-transit Metastasen
v Ja

1.1.2 Therapie des malignen Melanoms

1.1.2.1 Operative Mafinahmen und Strahlentherapie

Eine operative Entfernung von Tumoren ist, soweit durchfiihrbar, die primére Therapie des
malignen Melanoms in allen Stadien. Ionisierende Strahlung kommt vor allem als
begleitende MaBnahme nach operativen Eingriffen und bei Behandlung von Metastasen

zum FEinsatz.

1.1.2.2 Chemotherapeutische Mafinahmen

Eine Chemotherapie wird hauptsichlich im Stadium IV, Melanom mit Fernmetastasierung,
angewendet. Die Behandlung erfolgt hierbei iiberwiegend wunter palliativen
Gesichtspunkten. Dauerhafte Remissionen sind durch chemotherapeutische MaBnahmen in
diesem Stadium nur selten.

Fiir eine systemische Monotherapie sind die drei Alkylantien Dacarbazin (DTIC),
Temozolomid (TMZ) und Fotemustin (FM) die Mittel erster Wahl. Die am ldngsten
verwendete und damit am besten untersuchte Substanz ist das monofunktionelle und
methylierende Imidazotetrazin-Derivat Darcarbazin. Eine Reduktion der Tumormasse um
50% nach einer Darcabazin-Monotherapie wurde in 5,3-28,6% der Patienten beobachtet, in
8% wurde eine komplette Remission fiir meist 3-6 Monaten erreicht (Chiarion Sileni et al.
2001). Alternativ zu Darcabazin wird das ebenfalls zu den monofunktionellen und
methylierenden  Imidazotetrazin-Derivaten  zdhlende ~ Temozolomid  eingesetzt.

Temozolomid besitzt neben einer vergleichbaren Wirksamkeit wie Darcabazin (Middleton
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et al. 2000; Frick et al. 2002) zwei entscheidende Vorteile. Im Gegensatz zu allen anderen
Monochemotherapeutika wird es oral verabreicht. Wichtiger noch ist die Féhigkeit, die
Blut-Hirnschranke zu passieren (Liquorgidngigkeit), welche auch die Behandlung der
hiufig auftretenden Hirnmetastasen ermoglicht (Ostermann et al. 2004). Eine weitere
Alternative stellt das Alkylanz Fotemustin dar. Fotemustin gehort zu der Gruppe der
chlorethylierenden Nitrosoharnstoff-Derivate (,,N-chloroethyl-N-nitrosourea®, kurz CENU)
und verfiigt liber vergleichbare Remissionsraten wie Dacarbazin (Khayat et al. 1992).
Auch Fotemustin ist liquorgéngig und bei Hirnmetastasen wirksam (Khayat et al. 1992;
Mornex et al. 2003). Zur Behandlung von Metastasen (meist Lebermetastasen), welche aus
Tumoren der GefdaBhaut des Auges (Uveamelanomen) hervorgehen, ist ausschlieSlich
Fotemustin das Mittel erster Wahl (Leyvraz et al. 1997; Egerer et al. 2001). Fiir eine
Monotherapie kommt auch das Vincaalkaloid Vindesin, fiir Chemoimmuntherapie
kommen die Zytokine Interferon-a (IFN-a) und Interleukin-2 (IL-2) zum Einsatz.

Eine Polytherapie besteht aus einer Kombination verschiedener Zytostatika
untereinander oder mit Zytokinen. Sie bewirken hohere Remissionsraten, allerdings ohne
bisher eine signifikante Verlingerung der Uberlebenszeit erreicht zu haben. Zum Einsatz
kommen vor allem Kombinationen von Temozolomid mit IFN-a und Vindesin mit IFN-a.
Andere Kombinationen werden mit den CENU-Derivaten Carmustin und Lomustin sowie

mit Cisplatin durchgefiihrt.

1.1.3 Resistenzmerkmale des Melanoms

Das maligne Melanom zdhlt zu den resistentesten Tumorarten gegeniiber klassischen
chemotherapeutischen Agenzien. Eine Erklarung dafiir liefert der Zelltyp, aus dem sich
Melanome entwickeln, den Melanozyten. Melanozyten agieren als Fotoprotektoren der
Haut. Wihrend andere primére Zellen auf Strahlung mit Zelltod oder Reparatur reagieren,
produzieren Melanozyten und ihre Stammzellen auf denselben Stimulus hin Melanin, um
Nachbarzellen zu schiitzen (Matsumura and Ananthaswamy 2002). Diese
,Programmierung zum Uberleben* wird iiber interne und externe Signale vermittelt. So
schiitten Fibroblasten und Keratinozyten die Wachstumsfaktoren FGF und NGF aus, die
Melanozyten vor Zelltod schiitzen (Zhai et al. 1996; Ruiter et al. 2002). Unter anderem
wird so das antiapoptotische Protein Bcl-2 in Melanozyten heraufreguliert. Dies deutet
darauf hin, dass aus Melanozyten entstandene Tumore von vornherein {iber
Resistenzstrategien verfligen. Im Laufe der Onkogenese eines Melanoms bilden sich
weitere Resistenzmerkmale aus, die eine Therapie erschweren. Der Einfluss von

Arzneimitteltransportern, der Glutathiontransferase (GST), der Regulation von
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Topoisomerasen und DNA-Reparatur auf die Resistenz von Melanomen wird
widerspriichlich diskutiert (Grossman and Altieri 2001; Soengas and Lowe 2003).
Therapeutisch relevant ist vor allem die Féhigkeit von Tumoren, nach geeigneten
Stimulationen Apoptose zu unterlaufen. Das maligne Melanom ist ein Tumortyp, der im
Zuge der malignen Transformation diese Féhigkeit offenbar eingebiiit hat. So zeigen
Naevus-Melanozyten, verglichen mit normalen Melanozyten, eine erhohte
Apoptoseresistenz (Alanko et al. 1999). Bei manifestierten Melanomen wird eine
verstirkte Resistenz gegeniiber Apoptose mit dem ansteigenden Metastasepotential des
Tumors assoziiert (Glinsky et al. 1997). In Melanomen konnte die Heraufregulierung von
antiapoptotischen Faktoren sowie die Herunterregulierung von proapoptotischen Faktoren
in vielen Fillen beobachtet werden (Soengas and Lowe 2003). Diese wird als
Hauptursache der Resistenz gegeniiber konventionellen chemotherapeutischen Agenzien
betrachtet (Grossman and Altieri 2001). Eine interessante Beobachtung ist in diesem
Zusammenhang auch die geringe Rate an mutierten p53 in diesem Tumortyp, die mit

maximal 20% angeben wird (Zerp et al. 1999) (siehe 1.5.4.2).

1.2 Induktion von DNA-Schaden

DNA-Schiden entstehen pro Zelle und Tag in groBen Mengen. Nicht repariert, konnen sich
diese Schéden u.a. als Mutationen in der DNA manifestieren. Es werden spontane und
induzierte Mutationen unterschieden. Zu den spontanen Mutationen gehort der Zerfall des
Cytosins zu Uracil, durch oxidative Desaminierung. Auch der hdufig vorkommende
fehlerhafte Einbau einer Base bei der DNA-Neusynthese wird als spontane Mutation
bezeichnet. Als induziert werden alle Mutationen bezeichnet, die durch externe Stimuli,
den Mutagenen, ausgelost werden. Man unterscheidet Deletionen, Insertionen,

Rasterschubmutationen und Punktmutationen.

1.2.1 Mutagen-induzierte DNA-Schédden

Die DNA eines Organismus ist einer Vielzahl schiddigender Einfliisse ausgesetzt. Diese
Einfliisse konnen zu Mutationen in sensiblen Bereichen des Genoms fiihren und damit
Gendefekte generieren. Diese stellen die Hauptursache fiir Stoffwechselerkrankungen und
Krebs dar. Man kann allgemein zwischen physikalischen Mutagenen (wie UV-Strahlung
und ionisierender Strahlung) und chemischen Mutagenen unterscheiden. Bei chemischen
Mutagenen handelt es sich entweder um interkalierende Agenzien, um Basenanaloge, die

in die DNA eingebaut werden oder um alkylierende Substanzen, welche Alkylgruppen an
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die Basen anhdngen. Wichtige chemische Mutagene sind polyzykliche Kohlenwasserstoffe
(wie Benzo(a)pyren) und alkylierende Agenzien (wie Nitrosamine). Die Exposition eines
Organismus mit Mutagenen erfolgt in den meisten Féllen iiber Umwelteinfliisse (Bartsch
and Montesano 1984), die Aufnahme mit der Nahrung (Jagerstad and Skog 2005) und iiber
Tabakrauch (DeMarini 2004). Auf zelluldrer Ebene stehen einem Organismus fiir den
Erhalt der genetischen Stabilitit eine Vielzahl von Reparatursystemen zu Verfiigung,
welche unterschiedliche Formen von genetischen Defekten erkennen und reparieren

konnen (Christmann et al. 2003).

1.2.2 DNA-Schidden durch chemotherapeutisch verwendete, alkylierende
Agenzien

Trotz ihres mutagenen Potenzials haben alkylierende Agenzien Anwendung in der
Krebstherapie gefunden. Die zwei wichtigsten Stoffgruppen sind monofunktionell
methylierende Agenzien und die Gruppe der CENU-Derivate. Sie vermitteln vor allem
N-Alkylierungen an allen vier Basen. Die Alkylierung der O° Position des Guanins und das
von ihr ausgehende zytotoxische Potential nimmt fiir diese Agenzien eine herausragende
Stellung ein. Der zytotoxischen Wirkung auf Tumorzellen verdanken diese Stoffgruppen
thren Einsatz als Chemotherapeutika fiir eine Reihe onkologischer Krankheitsbilder wie
dem malignen Melanom, Hodgkinsche Krankheit, Nicht-Hodgkinsche Lymphome,
Neuroblastome, Weichteilkrebs (Sarkome), Pankreaskrebs, neuroendokrinen Tumoren,

Astrozytome, Glioblastome sowie fiir Metastasen im Gehirn.

1.2.2.1 Monofunktionelle methylierende Agenzien

Temozolomid ist ein Vertreter der Gruppe der monofunktionellen methylierenden
Agenzien, die als Chemotherapeutika zum Einsatz kommen. Temozolomid bildet durch
spontane Hydrolyse bei physikalischem pH den aktiven Metabolit 5-(3-methyltriazen-1-
yl)imidazole-4-carboxamide (MTIC), welcher mit der DNA reagiert (Newlands et al.
1997). Zwei weitere Vertreter, Procarbazin (PCZ) und Dacarbacin (DTIC), bendtigen
metabolische Aktivierung, um ihre reaktiven Metabolite zu bilden (Goria-Gatti et al. 1992;
Reid et al. 1999), wihrend der vierte Vertreter Streptozotocin (STZ) ohne metabolische
Aktivierung die DNA methyliert (Bolzan and Bianchi 2002). N-Methyl-N’-Nitro-N-
Nitroso-Guanidin (MNNG) ist ein weitere Vertreter der methylierenden Agenzien. MNNG
kommt nicht als Chemotherapeutikum zum Einsatz, ist aber als Musteralkylanz in der
Forschung weit verbreitet. Die Methylierung der DNA erfolgt {iber eine nukleophile

Substitution nach dem Syl-Mechanismus. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist beim
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Sn1-Mechanismus nur von der Konzentration eines Reaktionspartners abhangig. Dies ist
im Fall der DNA-Methylierung die Konzentration des reaktiven Metabolits, des Alkylanz
und nicht die des Nukleophils (das Sauerstoff- oder Stickstoffatom der Base). In Tabelle
1-2 sind die 12 moglichen Angriffspunkte der Alkylantien in der DNA mit ihren Anteilen
in Prozent und ihrer Entfernung durch entsprechende Reparaturmechanismen aufgelistet.
N3-Methyladenin (N3MeA) und N3-Methylguanin (N3MeG) sind nicht sehr stabile
Addukte und spalten sich durch spontane Hydrolyse von den Basen ab. Die Lésionen N1-
Methyladenin (N1MeA), N3-Methylcytosin (N3MeC), N3-Methylthymidin (N3MeT) und
N1-Methylguanin (N1MeG) werden durch die Reparaturproteine ABH2 und ABH3
entfernt, wahrend N7-Methylguanin (N7MeG), N3-Methyladenin (N3MeA) und N3-
Methylguanin (N3MeG) durch die Basenexzisionsreparatur (BER) repariert werden. Die
Lisionen O°-Methylguanin (O°MeG) und O*-Methylthymidin (O*MeT) sind Substrate der
O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT). Findet die Reparatur durch MGMT
nicht statt, wird O°MeG durch die Mismatch-Reparatur (MMR) erkannt, prozessiert und
fiihrt zu Mutationen und Zelltod (siehe 1.4.2). Dieser Prozess ist proliferationsabhéngig
(Roos et al. 2004). O°MeG ist die potenteste zytotoxische Lision, welche durch

methylierende Agenzien in der DNA induziert wird.

Tabelle 1-2: Ubersicht der durch alkylierende Agenzien angegriffenen Positionen in der DNA

Positionen Anteil (%) Reparaturmechanismen
N1-Adenin ABH (siche 1.3.1)
N3-Adenin spontane Hydrolyse, BER (siche 1.3.2)
N7-Adenin 8-18%

0*-Cytosin

N3-Cytosin ABH

N1-Guanin ABH

N3-Guanin spontane Hydrolyse
0°-Guanin 2-8% MGMT (siehe 1.4.1)
N7-Guanin 80-95% BER

N3-Thymidin ABH

O*-Thymidin <0,4% MGMT

Phosphotriester
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1.2.2.2 Chlorethylierende und Interstrand Crosslink-vermittelnde Agenzien aus
der Gruppe der Nitrosoharnstoff-Derivate

Fotemustin (FM), Carmustin (BCNU), Lomustin (CCNU) und Nimustin (ACNU) gehoren
zu einer zweiten Gruppe von alkylierenden Chemotherapeutika, die CENU-Derivate. Die
Agenzien iibertragen durch eine Sy1-Reaktion Chlorethylreste, aber auch andere
Alkylierungen wie Hydroxyethylreste, auf verschiedene Positionen der DNA (Tabelle 1-2).
Alle CENU-Derivate erfahren durch spontane Hydrolyse bei physiologischem pH die
Spaltung in das reaktive Intermedidr 2-Chlorethyldiazohydroxid, welches die Lésionen
vermittelt. Fir Fotemustin ist, als einziges CENU, die Hydrolyse in zwei reaktive
Intermediére beschrieben (Hayes et al. 1997). Neben 2-Chlorethyldiazohydroxid, wird ein
zweites, stabileres Intermediédr gebildet, welches zu 70% N7-Guanin alkyliert. Es trigt
allerdings nur zu geringen Teilen an der Entstehung des toxischen O°-Chlorethylguanins
(O°CIEtG) bei. Vergleichbar zu methylierenden Agenzien ist die N7 Position des Guanins
mit bis zu 95% der Gesamtalkylierungen die dominante Alkylierungsstelle dieser
Stoffgruppe (Inga et al. 1999). Diese Lésionen werden iiber die BER repariert. Der
Hauptmechanismus fiir die Zytotoxizitdt der CENU-Derivate wird aber auch hier iiber die
O° Position des Guanins vermittelt. Die Lision O6C1EtG, welche 2-5% der
Gesamtalkylierungen ausmacht (Inga et al. 1999), kann ebenso wie O°MeG durch MGMT
repariert werden (Gonzaga et al. 1992). Schliigt dies fehl, erfolgt nach Ubertragung eines
Chlorethylrestes auf die O° Position des Guanins eine intramolekulare Umlagerung von
O°CIEtG iiber das intermediir gebildete N1-O°-Ethanoguanin zu einem N1-Guanin-N3-
Cytosin Interstrand Crosslink (ICL) (Tong et al. 1982; Ludlum 1990). Das N1-O°-
Ethanoguanin Intermediér ist sehr stabil. Die Umlagerung zum ICL erfolgt in Mammalia-
Zellen 8-12 h nach Vermittlung der O°CIEtG-Lision (Brent et al. 1987). Die kovalente
Verkniipfung zwischen den beiden komplementdren Stringe der DNA ist eine hoch
toxische Lision, da sie elementare Abldufe wie DNA-Neusynthese und Transkription
blockiert. ICLs werden, soweit bekannt, {iber Nukleotidexzisionsreparatur (NER) und der

DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur (DSB-Reparatur) prozessiert (siche 1.4.3 und 1.4.4).
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1.3 Reparatur von N-Alkylierungen

1.3.1 DNA-Schadensreparatur durch ABH2 und ABH3

Humanes ABH2 und ABH3 sind die funktionellen Homologe des AlkB-Proteins aus
Escherichia coli (Duncan et al. 2002; Koivisto et al. 2004). Alkylierungen an den
Positionen N1-Adenin, N3-Cytosin, N3-Tymidin und N1-Guanin werden durch diese
Proteine repariert (Duncan et al. 2002; Delaney and Essigmann 2004). Sie gehoren zu der
Fe(Il)-a-Ketoglutarat-abhéingigen Dioxygenasen Superfamilie. Die Prozessierung des
Schadens erfolgt liber Hydroxylierung. Die Methylgruppe wird dadurch destabilisiert und
entfernt (Sedgwick 2004).

1.3.2 DNA-Schadensreparatur durch Basenexzisionsreparatur (BER)

Die durch Alkylantien vermittelten Stickstoff-Alkylierungen der Basen wirken erst bei
einem hohen Alkylierungesniveau zytotoxisch. Eine Reparatur der Lésionen N7-
Alkylguanin, N3-Alkyladenin und N3-Alkylguanin erfolgt iiber die
Basenexzisionsreparatur. Im Gegensatz zu anderen Reparatursystemen ist keine humane
Krankheit bekannt, welche auf Defekte der BER zuriickzufiihren ist. Dies unterstreicht die
Bedeutung dieses Reparaturweges. Die zytotoxischste Lidsion der methylierenden
Alkylantien (in proliferierenden Zellen) und der CENU-Derivate (durch ICL-Bildung)
erfolgt an der O° Position des Guanins. Die Reparatur durch MGMT ist der wichtigste
Schutz gegeniiber der Toxizitdt dieser Substanzen. Die BER scheint allerdings eine
wichtige Rolle beim Schutz nicht proliferierender Zellen nach methylierender Schadigung
zu spielen, wie es fiir humane Monozyten und neuronalen Zellen nachgewiesen wurde
(Kisby et al. 2004; Briegert and Kaina 2007). Der initiierende Schritt durch die BER ist
Erkennung und Exzision der modifizierten Base durch eine DNA-Glycosylase. Die
Lésionen N7-Alkylguanin, N3-Alkyladenin und N3-Alkylguanin werden spezifisch durch
die N-Methylpurin-DNA-Glycosylase (MPG) und Alkylpurin-DNA N-Glycosylase
(APNG) prozessiert (Lindahl 1976; Chakravarti et al. 1991). Eine AP-Endonuklease (APE)
schneidet anschlieBend das Phosphodiester-Riickgrat, woraus ein 5’-Deoxyribose-5-
Phosphat (5’dRP) und ein 3°-OH resultiert (Wilson and Barsky 2001). Das Auffiillen des
fehlenden Nukleotids wird iiber DNA-Polymerase  (Polf) vermittelt (Sobol et al. 1996;
Podlutsky et al. 2001). Ob die Ligation des DNA-Stranges anschliefend tiber den Weg der
so genannten ,,short patch® Reparatur oder der ,long patch® Reparatur verlduft, liegt an

verschiedenen Modifikationen an den offenen DNA-Riickgratenden. Bei der ,,short patch*
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Reparatur katalysiert Polf die Trennung des 5’dRP von der DNA. Die Ligation erfolgt
durch einen Komplex aus Ligase III und XRCCI1. Bei gewissen Modifikationen, wie
oxidierten oder reduzierten AP-Enden, kann Polf3 5’dRP nicht eliminieren und fallt von der
DNA ab. Es kommt zur ,,long patch* Reparatur, wobei es zur DNA-Neusynthese durch die
Polymerase € (Pole) oder die Polymerase & (Pold) mit PCNA und RF-C {iber bis zu
10 Nukleotiden kommt. Ein Komplex aus PCNA mit Fenl ist fiir die Entfernung des
5’dRP verantwortlich, die Ligation erfolgt iiber den PCNA/Ligase I-Komplex (Christmann
et al. 2003).

1.4 Reparatur und Prozessierung der O° Position des
Guanins

In Bezug auf Alkylierungen stellt die O° Position des Guanins eine uBerst sensible Stelle
der DNA dar. Trotz des geringen Schadensniveaus von unter 8% der Gesamtalkylierungen,
ist die Alkylierung von O°-Guanin die Lésion mit dem groBten zytotoxischen Potenzial.
Wird dieser pridmutagene und prétoxische Schaden nicht repariert, vermittelt er Zelltod,
Mutationen und Krebs. Die besondere Bedeutung von O°-Guanin fiir die Stabilitit des
Genoms und dem Uberleben der Zelle wird u.a. durch die evolutioniire Entwicklung des
Reparaturproteins MGMT unterstrichen, die spezifisch Alkylierungen an dieser Position

entfernt.

1.4.1 Reparatur der O° Position des Guanins durch MGMT

MGMT ist ein hochkonserviertes Enzym, bestehend aus 208 Aminosduren und einem
Molekulargewicht von 22 kDa (Tano et al. 1990), welches eine hohe Homologie zu dem
Ada-Protein von Escherichia coli aufweist. Neben der Reparatur des O°-Guanins ist
MGMT ebenfalls fihig, Alkylierungen an der O* Position des Thymidins zu entfernen
(Kaina et al. 2007). Uber die mutagene und toxische Wirkung dieser Lision ist bis heute
nicht viel bekannt. In einer Ein-Schritt-Reaktion wird eine Aklylgruppe vom O°-Guanin
auf den Cysteinrest 145 im aktiven Zentrum des MGMT-Proteins iibertragen (Pegg et al.
1993; Pegg et al. 1995; Daniels and Tainer 2000). Hierbei wird das Enzym inaktiviert,
weshalb es auch als Suizidenzym bezeichnet wird. AnschlieBend erfolgt der Abbau nach
Ubiquitinierung im Proteasom (Srivenugopal et al. 1996; Xu-Welliver and Pegg 2002).
Entscheidend fiir eine vollstdndige Reparatur ist somit das Verhéltnis von Alkylierungen
an den Positionen O°-Guanin bzw. O*-Thymidin und der Anzahl an MGMT-Molekiilen in
einer Zelle. Reicht die Menge an MGMT-Molekiilen nicht aus, alle Schiden an der
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O° Position zu entfernen, werden die Lésionen prozessiert oder reagieren weiter und
entfalten ihr mutagenes und toxisches Potenzial. Methylierungen an der O° Position des
Guanins, wie sie durch monofunktionelle Alylantien wie Temozolomid induziert werden,
werden am effektivsten auf das MGMT-Protein iibertragen. Die Effizienz der Ubertragung
von ladngerkettigen Alkylierungen auf das MGMT-Protein (wie die von CENU-Derivaten
vermittelten Chlorethylreste) nimmt mit ihrer Linge ab. MGMT ist auch in der Lage, das
nach Chlorethylierung intermediir entstehende N1-O%-Ethanoguanin an der O° Position zu
prozessieren. Da es sich beim N1-O°Ethanoguanin um eine Ringstruktur handelt, kommt
es in diesem Fall zu einer kovalenten Bindung zwischen Protein und Guanin an der
Position N1 (Gonzaga et al. 1992). Ob diese DNA-Protein-Vernetzung einen biologischen
Effekt hat, ist nicht bekannt. MGMT wird gewebespezifisch exprimiert. Wéhrend der
MGMT-Status in Leber und Darm hoch ist, wurde das Protein z.B. im Gehirn in deutlich
geringeren Mengen nachgewiesen. Die MGMT-Expression in Tumoren ist deutlich
variabler als in gesunden Geweben. In Melanomen konnte eine betrachtliche Variation von
bis zum 38 fachen des mgmt mRNA-Niveaus beobachtet werden (Evrard et al. 2003). Im
Durchschnitt wurde in Brust-, Lungen- und Eierstocktumoren eine hoéhere MGMT-
Expression gemessen als in Gliomen, malignen Melanomen, Pankreas- und
Hodenkarzinomen (Chen et al. 1992; Preuss et al. 1996; Margison et al. 2003). Ein
Vergleich der MGMT-Aktivitit zwischen Tumoren und ihren korrespondierenden
gesunden Geweben zeigte eine Tendenz zur Inaktivierung von MGMT im Verlauf der
Tumorgenese (Preuss et al. 1995). MGMT Knockout-Miuse sind lebensfahig, zeigten aber
eine hohere Frequenz an spontanen Tumoren und waren sensitiv gegeniiber alkylierenden
Agenzien (Tsuzuki et al. 1996). Die Uberexpression von MGMT im Mausmodell
reduzierte die Tumorfrequenz in Leber, Thymus und Haut (Dumenco et al. 1993;
Nakatsuru et al. 1993; Becker et al. 1996; Zhou et al. 2001). MGMT-defiziente Zelllinien
koénnen Alkylierungen an der O° Position des Guanins nicht mehr reparieren und werden
dadurch sensitiv gegeniiber alkylierenden Agenzien. Diesen Phénotyp bezeichnet man als
Mex-, im Gegensatz zu Mex+, den profizienten Phénotyp (Day et al. 1980; Yarosh et al.
1983). Durch Transfektion von MGMT-cDNA konnte die Expressionsabhéngigkeit von
MGMT fiir methylierende und chlorethylierende Agenzien demonstriert werden (Kaina et
al. 1991). Eine Abhingigkeit zwischen MGMT-Status und Resistenz wurde auch
spezifisch fiir Fotemustin oder Temozolomid nachgewiesen (Christmann et al. 2001;

Hermisson et al. 2006; Roos et al. 2007).
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1.4.2 Prozessierung von O°MeG

Wird O°MeG nicht durch MGMT repariert, verbleibt die Methylgruppe an der Base. Der
Schaden ist pritoxisch und primutagen, vermittelt aber an sich weder Zelltod noch
Mutationen. Erst DNA-Replikation und die Prozessierung des Schadens durch das
Mismatch-Reparatursystem entfalten das zytotoxische und mutagene Potenzial und fiihren
zu verschiedenen schéddlichen Endpunkten wie: Punktmutationen, chromosomalen
Aberrationen, Schwesterchromatidaustauschen, Tumorinitiation und -progression, sowie
Zelltod (Kaina et al. 2007). Proliferation, nicht zuletzt weil die MMR in der S-Phase

stattfindet, ist fiir diese Prozesse essentiell (Roos et al. 2004).

1.4.2.1 Manifestierung einer Punktmutation in Folge von 0°MeG

Ohne Reparaturprozesse entsteht nach Durchlaufen zweier DNA-Replikationen aus einer
O°MeG Lision eine Punktmutation. Infolge der verinderten Ladungsverhiltnisse nach
Ubertragung einer Methylgruppe an die O° Position kann ein O°MeG nur noch zwei statt
drei Wasserstoffbriickenbindungen zu seiner komplementéren Base ausbilden. Wéhrend
der ersten DNA-Synthese wird dem O°MeG dadurch ein Thymidin anstatt einem Cytosin
zugeordnet (Toorchen and Topal 1983; Warren et al. 2006). Dies erfolgt unter
physiologischen Bedingungen bei einem Drittel der Lasionen (Abbott and Safthill 1979).
Die entstandene O°MeG-T Fehlpaarung lduft in die nichste S-Phase, wo sich durch den
Einbau von Adenin gegeniiber des Thymidins eine Punktmutation auf einen der beiden
Stringe manifestiert, wihrend dem O°MeG wieder ein Thymidin zugeordnet wird (Eadie et
al. 1984). Ein korrespondierender Phanotyp wurde als ,,Toleranz-Phénotyp* beschrieben
(Goldmacher et al. 1986). Zellen dieses Phédnotyps besitzen weder MGMT noch ein
intaktes MMR-System und tolerieren die Lision, ohne sie zu prozessieren. 0°MeG ist fiir

diese Zellen nicht toxisch, aber mutagen.

1.4.2.2 Mismatch-Reparatur vermittelte Prozessierung von O°MeG

Die Mismatch-Reparatur dient wéhrend der DNA-Replikation als Kontroll- und
Reparatursystem gegen Basenfehlpaarungen. Zur Erkennung fehlgepaarter Basen dient der
MutSa-Komplex, bestehend aus den Proteinen MSH2 und MSH6 (Palombo et al. 1995;
Duckett et al. 1996). Neben den spontan entstehenden Basenfehlpaarungen G-T, G-G, A-C
und C-C (Fang and Modrich 1993) erkennt und prozessiert die MMR auch eine Vielzahl
chemisch induzierter DNA-Lédsion, u.a. Cisplatin- und UV-induzierter Intrastrand
Crosslinks (Yamada et al. 1997; Wang et al. 1999) sowie 8-OxoGuanin (Colussi et al.
2002). 0°MeG wird ebenfalls von der MMR erkannt, unabhingig ob als komplementire
Base Thymidin oder Cytosin zugeordnet wurde (Duckett et al. 1996). O°MeG-C wird
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allerdings weitaus schwicher vom MutSa-Komplex gebunden als O°MeG-T, dessen
Affinitdt zum MutSa-Komplex vergleichbar hoch mit G-T Fehlpaarungen ist (Yoshioka et
al. 2006). MMR prozessiert Basen spezifisch auf dem neu synthetisierten Tochterstrang.
Woran der Unterschied zwischen dem parentalen Strang und dem Tochterstrang durch
MutSa festgestellt wird, ist bis heute nicht vollig aufgekliart. Es konkurrieren zwei
Modelle: Das Translokationsmodell manifestiert die ATP-abhédngige Bewegung des
MutSa-Komplexes entlang der DNA, um von einer erkannten Fehlpaarung zu einer Stelle
die fiir Strangspezifitit zu gelangen, wo eine Interaktion mit dem MutLa-Komplex
vermittelt wird (Blackwell et al. 1998a; Blackwell et al. 1998b; Blackwell et al. 2001).
Einzelstrangbriiche auf dem neu synthetisierten Strang werden als strangspezifisches
Erkennungsmerkmal diskutiert. Beim ,,molecular switch*“~-Modell wirkt die Hydrolyse von
ATP als Schalter. Der MutSa-ADP-Komplex ist fiir die Erkennung der Fehlpaarung
verantwortlich  (,,active state*), wihrend der MutSa-ATP-Komplex durch eine
Konformationsédnderung die Dissoziation von der DNA bewirkt. Die anschlieBende ATP-
Hydrolyse vermittelt die Interaktion mit MutLoa (,,inactive state®) (Gradia et al. 1997,
Fishel 1998). Die Assoziation von MutSa mit dem MutLa-Hetrodimer, bestehend aus den
Proteinen MLH1 und PMS2, vermittelt die Exzision der DNA durch die Exonuklease I
(Genschel et al. 2002). Die Neusynthese der entfernten Sequenz erfolgt anschlieBend durch
Pol & (Longley et al. 1997). Die durch MMR erkannten O°MeG-T Fehlpaarungen erfahren
eine vergebliche Prozessierung (Karran and Bignami 1994), da beim Reparaturprozess
einem O°MeG erneut ein Thymidin zugeordnet wird. Dieser Vorgang erzeugt sekundire
Lésionen, die zu DNA-Doppelstrangbriichen (DSBs) wiéhrend der DNA-Replikation
fiihren. Das AusmaB der entstehenden DSBs wird iiber die Anzahl der O°-Methylierungen,
der MGMT-Expression und das verfligbare Niveau an Mismatch-Proteinen bestimmt. Das
aktuelle Modell schldgt die Akkumulierung von diesen DSBs wiéhrend der S-Phase als die
entscheidenden zytotoxischen Lisionen vor, die fiir die 0°MeG vermittelte Zytotoxizitit in
Form von Apoptose und Genotoxizitdt Verantwortung trigt (Kaina et al. 1997; Ochs and

Kaina 2000).

1.4.3 Prozessierung des O°CIEtG und ICL-Reparatur

Ein ICL ist eine hoch toxische, kovalente Verkniipfung beider komplementirer DNA-
Strange. Sie blockieren grundlegende zelluldre Prozesse, vor allem die DNA-Replikation
und Transkription. ICLs werden von verschiedenen Agenzien erzeugt und fithren zu

agenzienspezifischen Quervernetzungen zwischen unterschiedlichen Basen der beiden
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DNA-Stringe. Die bedeutendsten, fiir chemotherapeutische Zwecke verwendeten
Stoffgruppen sind: Platinkomplexe wie Cisplatin, Mitomycin C und die Gruppe der
CENU-Derivate. Wird ein CENU vermitteltes O°CIEtG nicht durch MGMT repariert,
kommt es zur Bildung eines ICL. Die effektive Reparatur dieser Lésionen ist unverzichtbar
fiir die Vitalitdt einer Zelle. Ein einziger nicht reparierter ICL kann reparaturdefiziente
Bakterien- und Hefezellen téten (Magana-Schwencke et al. 1982), und ca. 40 ICLs, auf das
gesamte Genom verteilt, toten reparaturdefiziente Sdugerzellen (Lawley and Phillips 1996;
Akkari et al. 2000). Die Reparatur von ICLs ist komplex und die aktuellen Modelle
dartiiber basieren auf vielen theoretischen Annahmen. Bekannt ist, dass sich in der S-Phase
DSB an den Stellen bilden, wo ICLs den Kollaps von DNA-Replikationsgabeln bedingen
(Akkari et al. 2000; De Silva et al. 2000; Bessho 2003). Die DSBs stehen im Verdacht, fiir
die Apoptoseinduktion Verantwortung zu tragen, ganz dhnlich wie die Sekundirlédsionen,
die nach O°MeG-Prozessierung entstechen (Roos and Kaina 2006). Weit weniger ist iiber
die Auswirkung des iliber ICL verursachten Transkriptionsblocks bekannt. Komponenten
der NER und der DSB-Reparatur konnten fiir die Reparaturprozesse von ICLs identifiziert
werden. Eine herausragende Rolle spielen die beiden NER-Proteine XPF und ERCCI.
Mutationen in beiden Genen xpf oder erccl sensitivieren Sdugerzellen gegeniiber ICL-
induzierenden Agenzien (Hoy et al. 1985; Busch et al. 1997). Der XPF-ERCCI
Hetrodimer fungiert als Endonuklease u.a. nach Blockierung einer DNA-Replikationsgabel
und schneidet einen der beiden DNA-Stringe an beiden Seiten der Lésion (Kuraoka et al.
2000). Diese Aufgabe wird allerdings auch der Endonuklease Mus81 zugeschrieben
(Boddy et al. 2001; Niedernhofer et al. 2004). Hierdurch entsteht ein Intermedidr, welches
einen einzelstrangigen Abschnitt enthélt. Auf dem gegeniiberliegenden Strangabschnitt
befindet sich die durch die Endonukleasenaktivitit prozessierte und durch den ICL
kovalent gebundene Sequenz. AnschlieBend kann es auf zwei moglichen Wegen zur
Reparatur kommen. Durch homologe Rekombination (HR) wird eine fehlerfreie Reparatur
eines ICL vermittelt (Niedernhofer et al. 2004; Li and Heyer 2008). Dabei formiert sich ein
Komplex aus Proteinen, welche eine homologe Sequenz als Matrize benutzt (siche 1.4.4).
Dieser Weg bendtigt zwingend eine homologe Sequenz und kann deshalb nur ab der
S-Phase und bis zur mitotischen Teilung stattfinden. Fiir einen zweiten Weg, der
fehleranfilliger ist und keine homologe Sequenz bendtigt, kann {iber Transldsionssynthese
die Liicke im DNA-Strang aufgefiillt werden (Berardini et al. 1999). Die Polymerase n
(Poln) und Revl (die katalytische Untereinheit der Polymerase C (Poll)) sind dabei
beteiligt (Zheng et al. 2003; Sarkar et al. 2006; Shen et al. 2006). In einem zweiten
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Einschnitt wird nun die Lidsion aus dem anderen Strang geschnitten und wiederum

aufgefiillt.

1.4.4 DNA-Doppelstrangbruchreparatur

DSBs sind hoch toxische Lésionen. Nicht repariert, fithren sie zu Zellzyklusarrest und
Apoptose. Die vollstindige Durchtrennung des DNA-Doppelstrangs begiinstigt die
Entstehung von Translokationen, Inversionen oder den Verlust genomischen Materials.
Die Akkumulation von DSBs durch Prozessierung von Lisionen wie O°MeG gilt als der
ausschlaggebende Stimulus, der die Zellen in den Tod treibt. Eukaryotische Zellen besitzen
zweil Reparatursysteme, um DSBs zu beseitigen: die Reparatur durch homologe
Rekombination (HR) und das nicht homologe Verkniipfen der DNA-Enden
(,,nonhomologous end-joining®, kurz NHEJ). In Abbildung 1-1 ist der prinzipielle
Mechanismus der beiden Reparatursysteme dargestellt.

Die HR kann ausschlielich dann stattfinden, wenn eine homologe Sequenz der
Schadensregion in der Zelle vorliegt, also zwischen S-Phase und Mitose. Sie gilt als der
Reparaturweg mit der geringeren Fehleranfilligkeit. DSBs die aus blockierten DNA-
Replikationsgabeln resultieren, scheinen hauptsdchlich oder sogar exklusiv iiber die HR
prozessiert zu werden (Shrivastav et al. 2008). Bei der HR wird eine homologe,
unbeschidigte Sequenz als Vorlage verwendet, um einen gebrochenen DNA-Strang wieder
zu rekonstruieren. Dazu miissen die beide beteiligten DNA-Abschnitte in physikalischen
Kontakt treten. Der initiierende Schritt ist die Prozessierung des DSB durch einen
Komplex aus Mrell, Rad50 und Nbsl (MRN-Komplex). Der MRN-Komplex vermittelt
Exo- und Endonukleaseaktivitit in 5’- zu 3’-Richtung und erzeugt so einzelstringige
3°-Uberhiinge. Durch den MRN-Komplex wird auch Signaltransduktion iiber ATM initiiert
(siche 1.5.4.1). Das Binden von Rad52-Proteinen an diesen prozessierten Enden schiitzt
vor dessen Abbau und ist vermutlich der entscheidende Schritt zur weiteren Reparatur via
HR (Rattray and Symington 1994; Van Dyck et al. 1999). Interaktion von Rad52 mit
Rad51-Proteinen (Shen et al. 1996) und RPA (Park et al. 1996) initiiert anschlieBend den
DNA-Strangaustausch (New et al. 1998). Unter Rad51-Proteinen werden die fiinf
Paralogen Rad51B, C und D, sowie XRCC2 und XRCC3 zusammengefasst (Kawabata et
al. 2005). Rad51-Proteine binden einzel- und doppelstringige DNA und vermitteln DNA-
abhingig (Benson et al. 1994) die Interaktion zwischen dem 3’-Ende der geschiddigten
DNA mit dem unbeschéddigten Homolog in Form eines D-Loops (Baumann and West

1997). Nach dem Rad-Protein vermittelten DNA-Strangaustausch verlduft das Auffiillen
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und die Ligation nach dem klassischen Modell nach Holliday (Holliday 1964;
Constantinou et al. 2001).

Das NHEJ benétigt keine homologen Sequenzen, da die NHEJ-Reparatur aus
direkter Ligation der getrennten Enden besteht. NHEJ kann so in allen Zellzyklusphasen
DSB-Reparaur leisten und ist in der G1/GO-Phase der einzige Weg, um DSBs zu
reparieren. Die Nichtberiicksichtigung einer intakten, homologen Sequenz macht diesen
Reparaturweg fehleranfilliger als die HR. Der erste Schritt der Reparatur ist die Bindung
eines Hetrodimers aus Ku70 und Ku80 an beiden offenen Enden der DNA (Cary et al.
1998; Walker et al. 2001). Durch Rekrutierung von DNA-PK an die Ku70/80-Komplexe
kommt es zu dessen Autophosphorylierung und zur Aktivierung der katalytischen
Untereinheit der DNA-PK (Ding et al. 2003). Darauthin wird u.a XRCC4 von DNA-PK
phosphoryliert (Critchlow et al. 1997) und mit Ligase IV zu den DNA-Enden und dem
daran assoziierten Proteinkomplex rekrutiert (Leber et al. 1998; Hsu et al. 2002; Mari et al.
2006). Viele durch Mutagene vermittelte DSBs miissen, bevor eine Ligation der Enden
erfolgen kann, prozessiert werden. Dies wird hauptsdchlich durch den MRN-Komplex

vermittelt (Maser et al. 1997; Nelms et al. 1998).
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Abb. 1-1 Mechanismen der DSB-Reparatur: homologe Rekombination (A) und ,,nonhomologous end-
joining“ (NHEJ) (B) aus (Christmann et al. 2003)
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1.5 Apoptose

Die zwei bedeutendsten Arten eines zelluldren Todes sind Apoptose und Nekrose. Nekrose
tritt u.a. beim Absterben von Zellen nach einer Gewebeverletzung auf. Nekrotische Zellen
unterlaufen im Vergleich zu apoptotischen einen chaotischeren Prozess mit
verschiedenartigen morphologischen Ausprigungen. Eine Nekrose verlduft insgesamt
schneller als die Apoptose und ist durch einen schnellen Funktionsverlust der Organellen
gekennzeichnet. Der Zusammenbruch des Membranpotentials fiihrt zum Schwellen
nekrotischer Zellen und zum Platzen ihrer Zellmembran. Die Freisetzung der
intrazelluldren Bestandteile miindet oft in Entziindungsreaktionen des umgebenden
Gewebes. Ein weiters Merkmal ist das relativ spite Auftreten von DNA-Abbau.

Als Apoptose (griech. apoptosis, Blitterfall) wird ein intrazelluldr reguliertes
Suizidprogramm bezeichnet, mit dem eine Zelle kontrolliert absterben kann. Dieser
Vorgang wird auch als programmierter Zelltod bezeichnet, da zelluldre Prozesse, wie
Signaltransduktion, Transkription, Proteinsynthese und Enzymaktivitit, zu definierten
Endpunkten und einem charakteristischen Phénotyp fiihren. Durch den apoptotischen
Vorgang werden iiberfliissige und defekte Zellen gezielt entfernt, ohne dass eine
Entziindungsreaktion ausgeldst wird. Apoptose kommt in vier grundlegenden Prozessen
hoherer Organismen zum Tragen: (i) in der Embryonalentwicklung, z.B. bei der
Geweberiickbildung zwischen den sich entwickelnden Fingern oder bei der Organisation
von Neuronen, (ii) bei der Homdostase, welches das Flieligleichgewicht zwischen
Wachstum (durch Zellteilung) und Eliminierung alter Zellen (durch Apoptose) zur
Aufrechterhaltung des Zellvolumen von Organen und Geweben beschreibt, (iii) wihrend
der Immunantwort, um z.B. virusinfizierte oder autoreaktive Zellen zu eliminieren und (iv)
nach zytotoxischer Schidigung von Zellen zur Bewahrung der genomischen Integritat und
der Abwehr von Onkogenese durch Schutz des Organismus vor entarteten Zellen. Wahrend
einzellige Organismen auf DNA-Ldsionen nur mit Aktivierung von Zellzyklus-
Kontrollpunkten und DNA-Reparaturmechanismen regieren konnen, steht vielzelligen
Organismen mit der Apoptose eine weitere Option zur Verfligung: das gezielte Eliminieren
geschédigter Zellen. Unvollstindige Apoptose bzw. ihr gestorter Ablauf scheinen in der
Pathogenese von Erkrankungen, wie Autoimmunerkrankungen, Krebs und AIDS
Bedeutung zu haben (Thompson 1995). Die klassischen morphologischen Stationen einer
apoptotischen Zelle sind (i) Abrundung, (ii) Kondensierung der nukledren DNA, (iii)
DNA-Fragmentierung und Bildung von Chromatinkoérpern, (iv) Zerfall der Zelle in Vesikel
(apoptotische Korperchen), (v) phagozytotische Aufnahme der Vesikel von Zellen des
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Organismus. Die meisten morphologischen Kriterien, die anfangs zur Unterscheidung von
Apoptose und Nekrose verwendet wurden, betreffen den Zellkern (Kerr et al. 1972).
Degradierung der chromosomalen DNA in oligonukleosome Fragmente wurde in
bestrahlten lymphoiden Gewebe beobachtet (Skalka et al. 1976), welches vier Jahre spéater
mit Aktivierung von Endonukleasen in Verbindung gebracht wurde (Wyllie 1980) und
seitdem als biochemischer Marker der Apoptose dient (siche 2.2.6.1: Bestimmung der
SubG1-Fraktion). Das heutige Wissen iiber die Apoptose beschreibt einen komplexen und
kaskadenartigen Prozess, der in drei aufeinander folgenden Ablaufphasen unterteilt werden
kann. Man unterscheidet (i) eine Initiationsphase, (ii) eine Effektorphase und (iii) eine
Degradationsphase (Allen et al. 1998). Die Initiationsphase beschreibt die Stimuli, die das
apoptotische Programm auslosen. Es werden interne Stimuli (kdrpereigene Signale) und
externe Stimuli (z.B. DNA schiddigende Substanzen, Hitzeschock oder oxidativer Stress)
unterschieden. In der Initiationsphase kommen Prozesse, wie Signaltransduktion,
Proteinsynthese oder Translokation von Proteinen zum Tragen. Verschiedene Stimuli
fiihren zur Aktivierung verschiedener apoptotischer Wege, aktivieren aber ein
gemeinsames, nachgeschaltetes Suizidprogramm (Chinnaiyan and Dixit 1996; Vaux and
Strasser 1996). Die Effektorphase ist durch die Aktivierung von Cystein-Aspartat
Proteasen, den so genannte Caspasen charakterisiert (Alnemri et al. 1996; Srinivasula et al.
1996). Substrate dieser Enzyme werden an einer spezifischen Sequenz nach einem
Aspartat gespalten (Martin and Green 1995). In ungeschidigten Zellen liegt diese
Enzymfamilie in ihrer inaktiven Form vor, als so genannte Procaspasen. In apototischen
Zellen werden eine Reihe von Caspasen durch Auto-Proteolyse oder durch heterologe
Caspasen aktiviert. Im Gegensatz zu posttranskriptionellen Modifikationen zur
Regulierung der Enzymaktivitit (z.B. durch Phosphorylierung/Dephosphorylierung) ist die
Proteolyse der Caspasen irreversibel. Es werden Initiatorcaspasen (Caspase-8 und -9) und
Effektorcaspasen (Caspase-3, -6, und -7) unterschieden (Nicholson et al. 1995; Chang and
Yang 2000). Die Initiatorcaspasen sind Teil der Signaltransduktionskette und aktivieren in
erster Line die Effektorcaspasen. Effektorcaspasen besitzen ein sehr breites
Substratspektrum (Chang and Yang 2000). Thre Substrate, u.a. bestehend aus
antiapoptotischen Regulatoren, Transkriptionsfaktoren, Zellzyklusregulatoren, Proteinen
des Zytoskeletts und der Signaltransduktion, werden in den meisten Féllen durch
Proteolyse inaktiviert. Eines der bekanntesten Substrate ist das Enzym Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase (PARP) (Lazebnik et al. 1994). In der Degradationsphase werden die
Zellbestandteile abgebaut. Die in der spiten Apoptose zu beobachtende und durch
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DNasen-vermittelte, internucleosomale Fragmentierung der chromosomalen DNA, wird
tiber die Gruppe der Desoxyribonukleasen (CAD, caspase-activated DNase) katalysiert.
Auch dieser Prozess wird iiber Caspasen vermittelt, die den Inhibitor von CAD, das DFF-
Protein inaktivieren (Liu et al. 1997; Enari et al. 1998). Zu ergriinden, auf welchem Weg
Zellen die Initiationsphase und die Effektorphase durchlaufen, ist kompliziert. Eine
Vielzahl von Proteinen kann in den apoptotischen Prozess eingreifen und als pro- oder
antiapoptotischer Faktor wirken. Die Verschiebung von antagonistisch wirkenden
Proteingruppen in einzelnen Segmenten der Zelle spielt dabei eine Rolle.
Proteinneusynthese kann ebenfalls dabei beteiligt sein kann. Grob vereinfacht kdnnen
Zellen auf zwei Hauptrouten Apoptose einleiten, die hier ndher erldutert werden sollen:
den Rezeptor-vermittelten und den Rezeptor-unabhidngigen, mitochondrial vermittelten
Apoptoseweg (Srinivasula et al. 1996; Zamzami et al. 1996). Daneben existieren eine
Vielzahl an Daten, die alternative oder additive Wege aufzeigen, u.a. iiber das
Endoplasmatische Retikulum (Breckenridge et al. 2003; Rao et al. 2004) oder der Caspase
unabhingigen Apoptose, z.B. liber AIF oder Endonuklease G (Cregan et al. 2004; Broker
et al. 2005). Wahrscheinlich kommt es nach der Initiation in der Zelle zu Uberlappungen

einzelner Wege, die schlussendlich in den gemeinsamen Endpunkten miinden.

1.5.1 Rezeptor-vermittelte Apoptose am Beispiel des Fas-Rezeptors

Fiir die Familie der membransténdigen Todesrezeptoren, zu welcher der Fas- oder CD95-
Rezeptor (Fas-R) und die TNF-Rezeptoren gehoren, wurde die Vermittlung von Apoptose
beschrieben. Der schematische Verlauf des Rezeptor-vermittelten Apoptosewegs ist in
Abbildung 1-2 dargestellt. Der Rezeptor-vermittelte Apoptoseweg beginnt mit der Bindung
spezifischer Liganden auf der extrazelluliren Seite der Zellmembran. Die Liganden
gehoren zu den Cytokinen (wie der FasL oder CD95L, TNFa und B und TRAIL) und
werden durch Exozytose in den extrazelluliren Raum abgegeben oder auf der
Zelloberflache bestimmter Zelltypen prisentiert. Fiir den Fas-Rezeptor sowie fiir den Fas-
Liganden konnte transkriptionelle Heraufregulierung nach genotoxischem Stress
nachgewiesen werden. Beschrieben sind die p53-abhéingige Heraufregulierung des Fas-
Rezeptors (Muller et al. 1998) und die AP-1 vermittelte Regulation des Fas-Liganden
(Faris et al. 1998). Durch Bindung des Liganden an Rezeptormonomere kommt es zur
Oligomerisierung  eines  homotrimerischen  Fas-Rezeptorsmolekiils und  ihrer

anschlieBenden Aktivierung durch Autophosphorylierung der zytosolischen Doméne.
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Abb. 1-2 Mechanismus der Rezeptor-vermittelten Apoptose

Dies vermittelt die Interaktion mit dem Adapterprotein FADD (,,Fas-associated death
domain®) (Boldin et al. 1995; Chinnaiyan et al. 1995). FADD besitzt eine so genannte
Todeseffektor-Doméne (death effector domain), welche zu den homophilen
Caspaserekrutierungs-Dominen (,,caspase recruitment domain®; kurz CARD) gehort und
spezifisch die Prodoméne der Caspase-8 rekrutiert (Boldin et al. 1996; Muzio et al. 1996).
Der Komplex aus FADD und Caspase-8 wird als DISC (,,death-inducing signaling
complex) bezeichnet (Medema et al. 1997) und fiihrt durch Dimerisierung und
autoproteolytischer Spaltung der Caspase-8 zu ihrer Aktivierung (Muzio et al. 1998). Die
proteolytische Aktivitdt der Caspase-8 fiihrt direkt zur Aktivierung der Effektorcaspasen-3,
-6 und -7 und leitet so die Degradationsphase der Apoptose ein (Muzio et al. 1997). Fiir

Caspase-8 wurde zusétzlich ein Einfluss auf den mitochondrial vermittelten Apoptoseweg
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beschrieben. Die Spaltung von Bid durch Caspase-8 bedingt hierbei die Aktivierung von

Caspase-9 und den Effektorcaspasen.

1.5.2 Rezeptor-unabhédngige, mitochondrial vermittelte Apoptose

Die Initiation der Rezeptor-unabhéngigen Apoptose ist weit weniger gut charakterisiert als
die der Rezeptor-vermittelte Apoptose. Eine schematische Darstellung des mitochondrial-
vermittelten Apoptosewegs ist in Abbildung 1-3 abgebildet. Im Mittelpunkt dieses
Apoptoseweges steht das Mitochondrium, welches fiir die Zelle neben der
Energieproduktion auch eine entscheidende Rolle fiir die zelluldre Integritdt spielt. Pro-
und antiapoptotische Proteine der Bcl-2 Familie (Tabelle 1-3) konkurrieren hierbei
miteinander um den Einfluss auf die Permeabilitit der duBeren mitochondrialen Membran
(,,mitochondrial outer membrane permeabilisation®, kurz MOMP). Der Tumorrepressor
p53 kann ebenfalls direkt auf Mitglieder der Bcl-2 Familie einwirken (siehe 1.5.4.2). Der
Verlust der Integritdt der mitochondrialen Membran stellt den initiierenden Schritt und den
»Point of no return“ der mitochondrial vermittelten Apoptose dar (Chipuk et al. 2006). Die
beiden Bcl-2 Familienmitglieder Bax und Bak spielen als Effektorproteine ein besondere
Rolle, da sie durch Oligomerisierung Kanile in der dulleren Membran bilden und die
MOMP direkt beeinflussen (Hacker and Weber 2007; Kepp et al. 2007). Durch Erhéhung
der MOMP wird u.a. Cytochrom C in das Zytosol entlassen. Dieses Protein, welches in
intakten Zellen zwischen innerer und duerer Mitochondrienmembran lokalisiertes ist und
dort an der oxidativen Phosphorylierung mitwirkt, agiert im Zytosol als Aktivator von
Caspase-9. Im so genannten Apoptosom, einem Komplex aus Apaf-1, Procaspase-9 und
Cytochrom C, wird Caspase-9 aktiviert (Acehan et al. 2002; Pop et al. 2006). Aktive
Caspase-9 vermittelt zum einen die Spaltung und Inaktivierung von PARP-1 (Duan et al.
1996) und antiapoptotisch wirkenden Mitgliedern der Bcl-2 Familie (Chen et al. 2007) und
zum anderen die Aktivierung von Effektorcaspasen, welches in die Degradationsphase der
Apoptose miindet (Li et al. 1997). Fiir Caspase-3 wurde eine positive Riickkopplung mit
Caspase-9 beschrieben, die zur Erhohung des aktiven Caspaseniveaus fiihrt. Aus dem
Mitochondrium werden ebenfalls die proapoptotischen Faktoren Smac/DIABLO und AIF
entlassen. Smac/DIABLO inhibiert die Familie der ,Inhibitoren der Apoptose® (siche
1.5.3). AIF und die Endonuklease G fithren im Zellkern zur Fragmentierung der DNA in
einer Caspase-unabhéngigen Weise (Cregan et al. 2004).
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Tabelle 1-3: Mitglieder der Bcl-2 Familie

Name Nihere Aufgabe beim Ubergeordnete
Charakterisierung apoptotischen Prozess regulatorische Prozesse

Bim BH3-only Initiator

Puma BH3-only Initiator Transkription durch p53 und p73

Bad BH3-only Initiator Dephosphorylierung

Noxa BH3-only Initiator Transkription durch p53 und p73

Bmf BH3-only Initiator

Bid BH3-only Initiator Aktivierung durch Caspase-8

Bik / Nbk BH3-only Initiator

Hrk BH3-only Initiator

Bax Multidoménenprotein | Effektor Transkription durch p53 und p73

Bak Multidoménenprotein | Effektor

Bcl-2 Bcl-2 like Inhibitor

Bel-X Bcl-2 like Inhibitor

Bcel-w Bcl-2 like Inhibitor

Mcl-1 Bcl-2 like Inhibitor

Die Regulierung der Bcl-2 Familienmitglieder untereinander ist bis heute nicht vollig
aufgeklért. Der Verlust eines der beiden kanalbildenden Proteine Bax oder Bak hat keinen
grolen Einfluss auf die apoptotische Antwort. Dies tritt nur bei dem Verlust beider
Proteine gleichzeitig auf (Wei et al. 2001). Bax und Bak kdnnen sich gegenseitig ersetzen,
werden aber nicht auf die gleiche Weise reguliert. Auch in nicht apoptotischen Zellen ist
Bak in der duBleren Mitochondrienmembran lokalisiert (Hacker and Weber 2007). Die
antiapoptotischen Proteine Bcl-Xi und Mcl-1 (nicht aber Bcl-2) binden Bak (Willis et al.
2005) und halten es inaktiv. Proapoptotische Gegenspieler von Bcl-X; und Mcl-1 sind
Bim, Puma, Noxa und Bad (Chen et al. 2005; Hacker and Weber 2007), welche die Bak
Aktivierung positiv regulieren. Bax hingegen ist in nicht apoptotischen Zellen
hauptsdchlich im Zytosol lokalisiert. Um proapoptotisch wirken zu kdnnen, muss Bax erst
zu den Mitochondrien translozieren (Hsu et al. 1997; Wolter et al. 1997). Die Rekrutierung
aus dem Zytosol erfolgt durch Konformationsinderung von Bax, ausgelost durch
verschiedene Stimuli. Phosphorylierung von Bad, u.a. durch die Kinase Akt, hdlt das
proapoptotische Bad inaktiv im Zytosol und verhindert Bax-Aktivierung (Yamaguchi and
Wang 2001). Die proapoptotische Dephosphorylierung erfahrt Bad u.a. durch die Protein-
Phosphatase 2 oo (PP2A) (Chiang et al. 2001; Chiang et al. 2003). Unphosphoryliertes Bad
bindet Bcl-X; und Bel-2 und inhibiert diese (Yang et al. 1995; Zha et al. 1996), wodurch
Bax translozieren kann. Ein zweiter Weg, Bax zu aktivieren, erfolgt durch Bid. Die
Spaltung von Bid in die verkiirzte Form tBid (truncated Bid), durch Caspase-8, aktiviert
Bax (Chou et al. 1999). Hierbei handelt es sich um eine Verkniipfung des Rezeptor-
vermittelten mit dem mitochondrial vermittelten Apoptoseweges. Auch Bcl-2 interagiert

mit Bax (Oltvai et al. 1993) und hemmt dadurch die Kanalbildung (Nomura et al. 1999;
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Murphy et al. 2000). Bad, Puma, Bim und Bik interagieren mit Bcl-2 (Gillissen et al. 2003;
Chen et al. 2005) und fordern dadurch die Kanalbildung von Bax.
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Abb. 1-3 Mechanismus der Rezeptor-unabhiingigen, mitochondrial vermittelten Apoptose

Bcl-2 wurde als erstes antiapoptotisches Protein beschrieben und ist damit das am
besten untersuchte Protein dieser Familie. Es ist ein potenter Inhibitor der Apoptose. Bcl-2
ist in der duBeren mitochondrialen Membran, dem endoplasmatischen Reticulum und der
Kernmembran integriert (Krajewski et al. 1993). Fiir Bcl-2 und Bcl-X; konnte in vitro die
Bildung von Ionenkinalen beobachtet werden (Minn et al. 1997; Schendel et al. 1997).
Ihre Bedeutung fiir Prozesse in vivo ist bis heute allerdings nicht geklart. Ebenfalls kann
Bcl-2, als Folge von gentoxischem Stress, durch die Assoziation mit Bcl-2-homologen

Proteinen, durch Spaltung und durch proteosomale Degradation nach Ubiquitinierung
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inaktiviert und degradiert werden (Cheng et al. 1997; Dimmeler et al. 1999; Tomicic and
Kaina 2001). In Abwesenheit von Bcl-2-like Proteine der Bcl-2 Familie gewinnen die
proapoptotischen Faktoren die Uberhand und es kommt zur Erhéhung des MOMP und
dadurch zur Auslésung der Apoptose.

Ein weiters, fiir den mitochondrial vermittelten Apoptoseweg bedeutendes Mitglied
der Caspasefamilie ist die Caspase-2. Caspase-2 konnte als notwendiger Faktor fiir die
Apoptoseinduktion durch verschiedene DNA-Schidden charakterisiert werden (Lassus et al.
2002) und wird u.a. deshalb als ein moglicher Kandidat fiir die Vermittlung zwischen
primdren DNA-Schiaden und der nachgeschalteten apoptotischen Signaltransduktion
diskutiert (Roos and Kaina 2006). Die Verkniipfung von Caspase-2 mit dem mitochondrial
vermittelten Apoptosewegs erfolgt iiber die Aktivierung proapoptotischer Mitglieder der
Bcl-2 Familie, wie Bid (Guo et al. 2002; Lassus et al. 2002; Robertson et al. 2002).
Cytochrom C Freisetzung wird von Caspase-2 aber auch direkt vermittelt und dies

unabhingig von ihrer enzymatischen Aktivitdt (Robertson et al. 2004).

1.5.3 Die Familie der Inhibitoren der Apoptose (IAPs)

Ein Schutzmechanismus der Zelle zu einem spdten Punkt der apoptotischen Kaskade wird
durch die Familie der Inhibitoren der Apoptose (,,Inhibitor of apoptosis proteins®; kurz
[APs) vermittelt. Die IAP-Proteinfamilie besitzt antiapoptotische Eigenschaften, die liber
den Einfluss auf Initiator- und Effektorcaspasen vermittelt werden (Deveraux et al. 1997;
Deveraux et al. 1998; Deveraux and Reed 1999; Sah et al. 2006). Die Hemmung der
Caspasenaktivitit wird tiber die direkte Interaktion mit dem aktiven Zentrum dieser
Proteingruppe vermittelt, wie es fiir das IAP-Protein ,,X-linked IAP* (XIAP) beschrieben
ist, sowie durch andere, indirekte Signale wie Ubiquitinierung (Eckelman et al. 2006).
Survivin, ein IAP, welches in vivo nicht direkt mit Caspasen zu interagieren vermag
(Banks et al. 2000), entfaltet seine antiapoptotische Wirkung als Kofaktor von XIAP oder
HBXIP (Marusawa et al. 2003; Dohi et al. 2004). Der grundlegende Mechanismus von
Survivin und XIAP ist in Abbildung 1-4 dargestellt. Der proapoptotische Faktor
Smac/DIABLO wird wie Cytochrom C {iiber die aus Bax und Bak gebildeten Kanile ins
Zytosol abgegeben. Dort interagiert Smac/DIABLO mit XIAP oder Survivin und inhibiert
sie (Chai et al. 2000; Du et al. 2000). Ein anderer Antagonist ist der XIAP-associated
factor 1 (XAF1), der seine proapoptotische Wirkung durch direkte Interaktion selektiv auf
XIAP ausiibt (Liston et al. 2001). Fiir die zwei prominenten IAP Mitglieder Survivin und
XIAP wurde ein ansteigendes Expressionsmuster wihrend der Onkogenese vom Navus bis

zum metastasierenden malignen Melanom beobachtet (Ding et al. 2006; Emanuel et al.
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2008). XAF-1 ist im Gegensatz dazu in Melanomen wie auch in anderen Krebszelllinien
herunterreguliert (Fong et al. 2000; Ng et al. 2004). Mit einer Herunterregulierung von
Survivin oder XIAP mittels siRNA konnten resistente Melanomzelllinien gegeniiber

Apo2L/TRAIL vermittelte Apoptose sensibilisiert werden (Chawla-Sarkar et al. 2004).
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Abb. 1-4 Repressiver Einfluss der IAPs Survivin und XIAP

1.5.4 Signaltransduktion zwischen DNA-Schaden und Apoptose

Relativ ungekldrt ist bis heute die Vermittlung zwischen DNA-Schaden und
Apoptoseinduktion. Wéhrend die Entstehung und Prozessierung verschiedenster Lasionen
an der DNA und der daraufhin ausgeldste Apoptoseablauf in gesicherten Modellen
beschrieben sind, bietet die Signaltransduktionskaskade zwischen DNA-Schaden und
Apoptose einen breiten Raum fiir Spekulationen. Zelltypspezifitdt, kombiniert mit der Art
der Schiden, spielt fiir die Signaltransduktion eine herausragende Rolle. Da gezeigt
werden konnte, dass die Prozessierung der Schéden, verursacht durch CENU-Derivate und
methylierenden Agenzien, DSBs generiert, soll im Folgenden die Apoptoseindunktion

nach dem Auftreten von DNA-Strangbriichen betrachtet werden.

1.5.4.1 Rolle der DNA-schadensabhiingigen Proteinkinasen ATM und ATR
Die beiden Proteine ,,ataxia-telangiectasia mutated” (ATM) und ,,ATM- und Rad3-related*
(ATR) gehoren zur Familie der Phosphatidylinositol 3-Kinasen (PI3K). ATM und ATR

sind zusammen mit der DNA-Proteinkinase (DNA-PK) die ersten Signalproteine, die
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durch DNA-Schédden aktiviert werden. ATM spielt eine entscheidende Rolle fiir die
Signaltransduktion von Reparatur, Zellzyklusarrest und Apoptose. Aktivierung von ATM
korreliert mit DSB-Bildung durch ionisierende Strahlung (Banin et al. 1998; Canman et al.
1998; Ismail et al. 2005). Der MRN-Komplex, bestehend aus den Proteinen Mrel1, Rad50
und Nbsl, bindet an einem DSB und ist als Aktivator von ATM beschrieben worden
(Carson et al. 2003; Uziel et al. 2003). Die eigentliche Aktivierung von ATM verlduft tiber
Autophosphorylierung am Serin 1981, wodurch es zur Auflosung der inaktiven Di- oder
Multimere zu aktiven Monomeren kommt (Bakkenist and Kastan 2003). ATM
phosphoryliert und aktiviert eine Vielzahl nachgeschalteter Signalproteine. DNA-Lésionen
wie ICLs fiihren u.a. zur Blockierung von DNA-Replikationsgabeln in der S-Phase,
wodurch DNA-Einzelstrangbriiche und DSBs entstehen konnen. ATR-Aktivierung ist vor
allem nach Entstehung von blockierten DNA-Replikationsgabeln beschrieben worden
(Dart et al. 2004). Vermutlich ist ATR auch an der Detektierung von DSBs beteiligt (Roos
and Kaina 2006), welche ATM-abhingig vermittelt wird (Tomimatsu et al. 2007). ATR
gehort zu einem Proteinkomplex, der eine blockierte Replikationsgabel stabilisiert, und ist
verantwortlich fiir die Aktivierung nachgeschalteter Signalproteine.

ATM und ATR teilen sich eine grole Anzahl von Substraten, u.a. die an
Zellzyklusarrest und Apoptose beteiligten Proteine p53 (Tibbetts et al. 1999; Saito et al.
2002), Mdm2 (Maya et al. 2001; Shinozaki et al. 2003), Checkpoint Kinase 1 (Chkl1)
(Zhao and Piwnica-Worms 2001; Gatei et al. 2003), Checkpoint Kinase 2 (Chk2)
(Matsuoka et al. 1998; Pabla et al. 2008), E2F-1 (Lin et al. 2001), c-Abl (Baskaran et al.
1997) und BRCAT1 (Foray et al. 2003), aber auch YH2AX (Burma et al. 2001; Ward and
Chen 2001). Die Phosphorylierung des Histons H2AX am Serin 139 (YH2AX genannt)
dient als Marker fiir DNA-Schidden und spielt im Besonderen fiir die Untersuchung von
DSBs eine grofle Rolle (Ismail and Hendzel 2008). Die vorerst angenommene
Substratspezifitit zwischen ATM und Chk2, bzw. ATR und Chkl existiert nicht.
Inzwischen konnte gezeigt werden, dass die ATM- und ATR-Signalwege iiberlappen und
beide Vertreter der Checkpointkinasen zu aktivieren vermdgen (Kurz and Lees-Miller

2004).

1.5.4.2 Die Rolle des Tumorsupressors p53 fiir die Apoptose

Nach Schidigung der DNA spielt das Tumorsuppressorprotein p53 eine der wichtigsten
Rollen in der Zellantwort. p53 wurde deshalb der Titel ,,Wachter des Genoms* verliehen.
Es fungiert in erster Linie als Transkriptionsfaktor und reguliert die Expression von Genen,

die an Prozessen der Zellzyklusregulation, DNA-Reparatur und Apoptose beteiligt sind
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(Lavin and Gueven 2006). Das Modell der pS53-vermittelten Apoptose ist in Abbildung
1-5 A dargestellt. Bis heute wurden iiber 150 Gene charakterisiert, welche positiv oder
negativ durch p53 reguliert werden (Zhao et al. 2000). Die Regulierung der
transkriptionellen Aktivitdit von p53 erfolgt post-translational durch Phosphorylierung,
Sumolierung, Acetylierung und durch cis/trans-Konformationsianderung (Appella and
Anderson 2001; Wulf et al. 2002). Die Menge an post-translationalen
Regulierungsmoglichkeiten bietet eine Feineinstellung der p53-Aktivitit und erklért, wie
iiber ein einzelnes Protein eine solche Bandbreite an Funktionen gesteuert werden kann.
Wiéhrend der Onkogenese nimmt die Deregulierung bzw. Inaktivierung von p53 einen
entscheidenden Platz ein. p53 ist nach heutigem Wissen das am héufigsten mutierte Gen in
menschlichen Tumoren. p53-abhingige Apoptose nach DNA-Schiden spielt fiir die
Verhinderung der Onkogenese sowie flir die chemotherapeutische Behandlung von
Tumoren eine grofe Rolle. Dies wurde fiir alkylierende Agenzien in verschiedenen
Zellsystemen beschrieben (Roos et al. 2004; Roos et al. 2007). Ohne zelluldren Stress wird
p53 kontinuierlich exprimiert und im gleichen Malle proteosomal abgebaut. Die
Interaktion mit dem Regulator Mdm?2 ist dabei fiir Abbau und Transport zwischen Zytosol
und Kern verantwortlich. Nach genotoxischem Stress wird der p53-Abbau inhibiert, so
dass es zur Anreicherung des Proteins kommt. DNA-schadensspezifische
Phosphorylierungen, u.a. am Serin 15 durch ATM/ATR (Banin et al. 1998) oder am Serin
20 durch Chk2 (Chehab et al. 2000), fiihren zur Stabilisierung des Proteins und
Aktivierung p53-vermittelter Transkription (Sionov and Haupt 1999). p53 reguliert die
Expression von Reparaturproteinen, u.a. von MGMT (Harris et al. 1996; Grombacher et al.
1998). Das wichtigste p53-vermittelte Transkriptionsprodukt zur Arretierung des
Zellzyklus ist der Cdk-Inhibitor p21 (el-Deiry et al. 1993). p21-Heraufregulierung nach
zelluldrem Stress fithrt zu G1/S-, S- und G2/M-Arrest (Ogryzko et al. 1997; Niculescu et
al. 1998). DNA-schadensabhédngige Apoptose wird durch p53 {iber viele Faktoren
reguliert. Bax, Puma, Noxa (Wu and Deng 2002), Apaf-1 (Robles et al. 2001) sowie der
Fas-Rezeptor (Muller et al. 1998) werden p53-abhénging exprimiert. Die Expression von
antiapoptotischen Proteinen wie Bcl-2 oder Survivin wird dagegen durch Bindung von p53
am entsprechenden Promoter inhibiert (Wu et al. 2001; Hoffman et al. 2002).

p53 vermittelt Apoptose aber nicht nur transkriptionsabhdngig, sondern auch
transkriptionsunabhiingig. Durch direkte Protein-Proteininteraktion beeinflusst p53 nach
seiner Stabilisierung Mitglieder der Bcl-2 Familie im Zytosol und an der

Mitochondrienmembran. So interagiert p53 mit Bcl-2 und Bcel-Xp und blockiert ihre
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antiapoptotischen Funktionen (Mihara et al. 2003). p53 interagiert ebenfalls direkt Bak und
Bax, welches zu ihrer Oligomerisierung und daraufhin zur Cytochrom C Freigabe fiihrt
(Chipuk et al. 2004; Leu et al. 2004).

Die Rolle von p53 in malignen Melnomen ist nicht vollig geklart. Im Vergleich zu
anderen Tumoren ist mutiertes p53 in Melnomen selten anzutreffen. Wéhrend die Hélfte
aller menschlichen Tumore, und bis zu 60% aller Basalzellenkarzinome und
Plattenepithelkarzinome Mutationen im p53-Gen aufweisen (Zerp et al. 1999; Vousden
and Lu 2002), ist in Melanomen eine Mutationsrate von maximal 20% (Zerp et al. 1999)
oder darunter (Florenes et al. 1994; Lubbe et al. 1994; Papp et al. 1996) beschrieben
worden. Interessanterweise wurde fiir maligne Melanome gezeigt, dass die
Mutationsfrequenz des p53-Gens in metastasierenden Tumoren niedriger ist als in
Priméirtumoren (Zerp et al. 1999). Die Autoren schlieBen daraus, dass Mutationen im pJ53-
Gen nicht bedeutend fiir die Entwicklung eines Primdrmelanoms zu einem
metastasierenden ist. Trotz des hohen Anteils von p53-Wildtyp in Melanomen reagieren
diese Tumore extrem chemoresistent. Dieser scheinbare Widerspruch ist nicht leicht zu
erkldren. Ein Modell schreibt dem Tumorsupressor pl4ARF, einem iibergeschalteten
Regulator von p53, die entscheidende Rolle in der Melanomentwicklung zu (Chin et al.
1997). Die Melanom-Onkogenese verlief dabei, ohne dass Mutationen im p53-Gen
auftraten (Chin et al. 1997). Eine weitere Besonderheit in Melanomen ist das verringerte
Expressionsniveau des proapoptotischen Faktors Apaf-1 (Soengas et al. 20006).
Inaktivierung des durch p53 regulierten Apaf-1 in Melanomen kann eine Erkldrung fiir den

Phanotyp des chemoresistenten p53-Wildtyps darstellen (Soengas et al. 2001).
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Abb. 1-5 p53-abhingige (A) und pS3-unabhiingige (B) Vermittlung von Apoptose nach DSBs

1.5.4.3 p53-unabhdiinige Apoptose via E2F-1 und p73

Untersuchungen der Signaltransduktion nach DNA-Schdden haben gezeigt, dass p53-
vermittelte Apoptose in Tumorzelllinien eines der effektivsten Systeme ist, um Zelltod zu
vermitteln (Roos and Kaina 2006; Roos et al. 2007). Trotzdem verlieren p53 mutierte
Tumorzelllinien nicht vollstindig ihre Féhigkeit, in die Apoptose zu gehen (Roos et al.
2007) oder sie konnen diese sogar effektiver ausfiihren als Zellen mit p53-Wildtyp (Batista
et al. 2007). Die Bedeutung der p53-unabhingigen Apoptose ist fiir die
chemotherapeutische Behandlung von Tumoren, in denen p53 in mutierter Form vorliegt,
von grofler Wichtigkeit. Das Modell der p53-unabhidngig vermittelten Apoptose ist in
Abbildung 1-5 B dargestellt. Ein zentrales Protein fiir diese Art von Apoptose ist der
Transkriptionsfaktor E2F-1. E2F-1 ist ein transkriptioneller Regulator des G1/S-
Phaseniibergangs und wird iiber die Interaktion mit dem Retinoblastoma Protein (Rb-
Protein) inhibiert. In gesunden Zellen wird in der spaten G1-Phase die Transkription von
S-Phaseproteinen iiber E2F-1 veranlasst. Nach DNA-Schaden wird E2F-1 durch
ATM/ATR, Chkl und Chk2 stabilisiert (Lin et al. 2001; Stevens et al. 2003; Urist et al.
2004). E2F-1 ist zum einen an der direkten Regulation der proapoptotischen Gene puma,
noxa, bim und apaf-1 beteiligt (Moroni et al. 2001; Hershko and Ginsberg 2004) und
reguliert zum anderen den Transkriptionsfaktor p73 (Irwin et al. 2000). p73 ist ein p53-
Homolog (Murray-Zmijewski et al. 2006). Es ist in der Lage, eine Vielzahl p53-regulierter,

proapototischer Gene zu transkribieren und dadurch Apoptose einzuleiten (Ramadan et al.
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2005). Zu beachten ist, dass Mutationen im p73-Gen deutlich seltener vorkommen als
Mutationen in p53 (Ozaki and Nakagawara 2005). Die Uberlappung der Funktionen beider
Proteine macht p73 zu einem wichtigen Faktor fiir die Regulation von Apoptose in p53
mutierten Tumoren. Nach DNA-Schaden wird p73 von Chkl und c-Abl phosphoryliert
(Gonzalez et al. 2003; Tsai and Yuan 2003). Zusétzlich spielt die cis/trans-
Konformationsdnderung nach Phosphorylierung, katalysiert durch die Peptidyl-Prolyl-
cis/trans-Isomerasen Pinl, eine wichtige regulative Rolle (Mantovani et al. 2004). p73-
vermittelte Expression der proapototischen Proteine Bax, Noxa und Puma (Melino et al.
2004; Flinterman et al. 2005; Soond et al. 2007) verursacht so Apoptose iliber den
E2F-1/p73-Weg (Zaika et al. 2001).

Zu beachten ist die Vielzahl von alternativen Splicevarianten des p73-Gens am C-
und N-Terminus und die Existenz von zwei alternativen Promotoren am N-Terminus (Abb.
1-6 A) (Stiewe et al. 2002; Murray-Zmijewski et al. 2006). Dabei sind die beiden
N-terminalen Varianten TAp73 und ANp73 fiir die Regulierung der Apoptose die
entscheidenden. Das vollstindige Protein mit der N-terminalen Transaktivierungsdomine
(TAp73) ist transkriptionell aktiv und wirkt proapoptotisch. TAp73 wird {iber einen E2F-1
regulierten Promotor gesteuert. Ein alternativer Promoter im Intron 3, der nicht iiber
E2F-1, sondern iiber pS3 und TAp73 reguliert wird (Grob et al. 2001; Kartasheva et al.
2002), vermittelt die Transkription einer N-terminale verkiirzten Form ohne
Transaktivierungsdomine (ANp73). ANp73 wirkt durch Bindung und Blockierung von
Promotoren sowie durch Protein-Proteininteraktion mit TAp73 und p53 dominant negativ

und antiapoptotisch (Grob et al. 2001; Zaika et al. 2002) (Abb. 1-6 B).
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Abb. 1-6 Splicevarianten des p73-Gens aus (Stiewe et al. 2002) (A) und repressiver Einfluss von
ANp73 auf p53 und TAp73 (B)
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Beim malignen Melanom handelt es sich um einen Tumor, welcher resistent auf klassische
chemotherapeutische Agenzien reagiert. Das methylierende Temozolomid und das CENU-
Derivat Fotemustin finden als Mittel erster Wahl in der Therapie des malignen Melanoms
Anwendung. Beide Agenzien wirken iiber die Schiadigung der DNA antineoplastisch und
zytotoxisch.

Die vorliegende Arbeit soll dazu beitragen, zelluldre Parameter zu bestimmen,
welche Relevanz fiir die Alkylantien-vermittelte Zytotoxizitdt und Resistenz in
Melanomzellen besitzen. Besonderes Augenmerk soll hierbei auf die komplexe und bisher
weniger gut charakterisierte Wirkung des ICL-induzierenden Fotemustins gelegt werden.
Das zu untersuchende Zellsystem besteht einerseits aus den etablierten Melanomzelllinien
SK29 und MeWo sowie aus den neu isolierten und bisher kaum charakterisierten Zelllinien

D03, D05, D14 und MZ7.

Im Verlauf dieser Arbeit standen folgende Schwerpunkte im Vordergrund:

o Charakterisierung der Alkylantien-vermittelten Zytotoxizitit in Melanomzellen und
Untersuchung der Exekutionskaskade

o Einfluss von Signalwegen, u.a. unter Beteiligung des Tumorsuppressorgens p53,
auf die Alkylantien-induzierte Zytotoxizitit in Melanomzellen

o Verifizierung des O°-Alkylguanins als die Zytotoxizitit-induzierende Lésion dieser
Agenzien in Melanomzellen

o Bedeutung der Alkylantien-induzierten, sekunddren Lasionen auf die vermittelte
Zytotoxizitit

o Bedeutung von Proliferation und DNA-Replikation auf die Alkylantien-induzierte

Zytotoxizitit in Melanomzellen
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.2.1 Geréate und Verbrauchsmittel

Blot-Kammer, Trans Blot Cell
Blot-Kammer, Mini Trans Blot Cell
Brutschrank, Hera cell

Brutschrank (B5060 EK/CO2)
[*"Cs]-Quelle Gammacell 2000
Durchflusszytometer FACSCalibur
ECL-Filme
Elektrophoreseapparaturen
Feinwaage

Fluorezenzeinrichtung BX-FLA
Geldokumentation, InGenius
Geltrockner

HPLC

Hybridisierungsofen

Kiihlschrank (4°C)

Microplatten Reader Sunrise RC
Mikroskop Axiovert 35

Mikroskop BX 50

Mikroskop Wilovert A
Neubauer-Zahlkammer
Nitrozellulosemembran (Protan)
Nylonmembran (Hybond N+)
PCR-Cycler TGradient
Rotationsverdampfer (speed vac)
Rontgenfilme (Hyperfilm MP)
Schiittelinkubator B.
Spannungsquelle 200/2.0
Spannungsquelle Power Pac 200/300
Spektralphotometer Titertek Multiscan Plus
Sterilbank, CLASSII A/B3, NUAIR
Sterilbank, Hera safe
SzintillationsmefBgerit

Tiefkiihler (-20°C)

Tiefkiihler (-80°C)

Tischzentrifuge 5402

Thermomixer 5436

Thermocycler

Thermostat 5320

Transilluminator

TurboblotterTM Downward Transfer Systems

Ultraschallstab 250
UV-C-Quelle NSE 11-270
Vakuumpumpe

Vortex Genie

Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen

Heraeus, Miinchen

Heraeus, Miinchen
Molsgaard Medical, Ddnemark
BD Pharmingen, Heidelberg
Amersham, Braunschweig
Bio-Rad, Miinchen

Satorius, Gottingen
Olympus, Hamburg
Syngene, Cambridge UK
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen
Appligen, Heidelberg
Liebherr, Ochsenhausen
Tecan, Crailsheim

Zeiss, Jena

Olympus, Hamburg

Hund, Wetzlar

Marienfeld, Lauda-K6nigshofen
Schleicher & Schuell, Dassel
Amersham, Braunschweig
Biometra, Gottingen

Christ, Osterode

Kodak, USA

Braun Biotech. Int., Melsungen
Bio-Rad, Miinchen

Bio-Rad, Miinchen
Labsystems, Finnland

Zapf, Sarstedt

Heraeus, Miinchen

Kontron, Gosheim

Liebherr, Ochsenhausen
Forma, Frankfurt

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Goéttingen
Eppendorf, Hamburg
Bachhofer, Reutlingen
Schleicher & Schuell, Dassel
Branson, Danbury, USA
Phillips, Hamburg

Brandt, Wertheim

Bender & Hobein, Ziirich
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Wasserbad

Whatman 3 MM Filterpapier
Zellkulturartikel

Zentrifuge Megafuge 1.0, Rotor 3360
Zentrifuge, Centrifuge 5402

Zentrifuge, Centrifuge 5415D, Rotor F45-24-11
Zentrifuge Discovery M120Se, Rotor SIO0AT6

Kottermann, Uetze-Hénigsen
Schleicher & Schuell, Dassel
Greiner, Niirtingen

Heraeus, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sorvall, Schwerte

2.1.2 Spezielle Chemikalien, Enzyme und Kits

Acrylamid/Bisacrylamid

Agarose

Anisomycin

Annexin V-FITC

APS

Bradford-Reagenz

Caspaseinhibitor (Boc-D-FMK)
Caspase Activity Assay, Colorimetric

cDNA-Synthesekit (First Strand Synthesis Kit)

cDNA-Synthesekit

Cell Viability Assay

Comassie Blue G-250

Colcemid Gibco

DMSO

DNA-Marker pBR322 DNA/Alul
ECL- und ECL-Plus-Kit

Effectene Transfection Kit
Folin-Reagenz

Giemsa

HiPerFect Tranfection Reagent
IPTG

Kristallviolett

Low Melting Point Agarose
Magermilchpulver
Membranfirbekit

Mycoplasma Detection Kit
Nonidet P40

NucleoSpin RNA 11

NucleoSpin RNA / Protein
0°-Benzylguanin (O°BG)

PBS

Ponceau's

Propidiumjodid
Proteaseinhibitor-Cocktail Complete™
Proteinprobenpuffer LotiLoad 1
peqGold Proteinmarker II, 10-200 kDa
Prestained Proteinmarker, 19-118 kDa
QIAGEN Plasmid Midi/Maxi Kit
Radioaktiv markiertes [o**P]-dCTP
Radioaktiv markiertes [°H]-Uridin
RNase A

Szintillationslésung
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Roth, Karlsruhe

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Miinchen

BD Pharmingen, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen

Calbiochem, Darmstadt

R&D Systems, Wiesbaden
Sigma-Aldrich, Miinchen
ABgene, Hamburg

Promega, Mannheim

Bio-Rad, Miinchen

Life Technologies, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Fermentas, St. Leon-Rot
Pharmacia/Amersham, Braunschweig
Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich, Miinchen

Merck, Darmstadt

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Gibco Life Technologies, Karlsruhe
Reformhaus, Mainz
Sigma-Aldrich, Miinchen
Boehringer, Mannheim

Fluka, Neu Ulm
Marcherey-Nagel, Diiren
Marcherey-Nagel, Diiren
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biochrom, Berlin

Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen

Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe

PEQLAB, Erlangen

Fermentas, St. Leon-Rot

Qiagen, Hilden

NEN Dupoint, Zaventem, Belgien
NEN Dupoint, Zaventem, Belgien
Sigma-Aldrich, Miinchen

Roth, Karlsruhe
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Taq DNA Pol, Master Mix Red Ampligon, Hamburg
TEMED Roth, Karlsruhe
Tetracyklin Sigma-Aldrich, Miinchen
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Miinchen
Tween20 Roth, Karlsruhe

Alle nicht aufgelisteten Chemikalien wurden von den Firmen Fluka (Buchs; CH), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), und Sigma-Aldrich (Miinchen) in der Qualititsstufe p.a.
bezogen.

2.1.3 Zytostatika

Fotemustin (Muphoran®)
Diethyl (1-{[(2-chloroethyl)(nitroso)carbamoyl]amino}ethyl)phosphonate
Servier, Miinchen
Temozolomid (Temodar®)
4-methyl-5-oxo0-2,3,4,6,8-pentazabicyclo [4.3.0] nona-2,7,9-triene-9-carboxamide
Schering-Plough, Miinchen

2.1.4 Software

Cell A Olympus, Hamburg

CellQuest Pro BD Pharmingen, Heidelberg
GeneSnap Syngene, Cambridge, UK
GeneTools Syngene, Cambridge, UK

Kinetic Imaging Komet 4.0.2. BFI-Optilas, Puchheim

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

2.1.5 Medien und Komponenten fiir Zellkultur

RPMI 1640 plus L- Gutamin PAA, Pasching, Osterreich
DMEM PAA, Pasching, Osterreich
Fotales Kilberserum (FCS) biowest, Nuaill¢, Frankreich
Penicillin / Streptomycin PAA, Pasching, Osterreich
L-Gutamin PAA, Pasching, Osterreich
Trypsin (10x) PAA, Pasching, Osterreich
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2.1.6 Antikorper

Material und Methoden

anti-Apaf-1 mAb  (1:750) BD Pharmingen, Heidelberg
anti-ATM pAb (1:1000) Bethyl Lab., Hamburg
anti-p-ATM(Ser1981) mAb  (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-Bax pAb (1:2000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg
anti-Bcl-2 mAb  (1:1000) BD Pharmingen, Heidelberg
anti-Caspase-3 pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-Caspase-7 pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-Caspase-8 (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-Caspase-9 pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-Chk1 pAb (1:500) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-p-Chk1(Ser317) pAb (1:1000) Bethyl Lab., Hamburg
anti-p-Chk1(Ser345) pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-Chk2 pAb (1:2000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-p-Chk2(Thr68) pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-Cytochrom C pAb (1:2000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg
anti-E2F-1 pAb (1:1000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg
anti-Erk2 pAb (1:6000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg
anti-Fas-R mAb  (1:1000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg
anti-Fas-R (agonistisch)

anti-Fas-R (antagonistisch) MBL, Watertown, USA

anti-yH2AX [p-H2AX(Ser139)] mAb  (1:1000) Upstate, NY/USA

anti-MGMT pAb (1:1000) Institut fiir Toxikologie, Mainz
anti-MSH2 mAb  (1:1000) BD Pharmingen, Heidelberg
anti-MSH6 mAb  (1:500) BD Pharmingen, Heidelberg
anti-Noxa mAb  (1:1000) Calbiochem, Darmstadt

anti-p21 pAb (1:2000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg
anti-p53 pAb (1:2000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-p53 pAb (1:200) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg
anti-p-p53(Ser6) pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-p-p53(Ser9) pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-p-p53(Serl?) pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-p-p53(Ser20) pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-p-p53(Ser37) pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-p-p53(Ser46) pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-p-p53(Ser392) pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-PARP-1 pAb (1:750) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg
anti-PCNA mAb  (1:1000) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg
anti-Puma pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-Rb pAb (1:750) Santa Cruz Biotechnology,Heidelberg
anti-pp-Rb(Ser807/811) pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-RPA(p32) mAb  (1:4000) NeoMarkers, Asbach

anti-Survivin pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
anti-Tim44 mAb  (1:2000) BD Pharmingen, Heidelberg
anti-XAF-1 pAb (1:1000) ProSci, Lorrach

anti-XIAP pAb (1:1000) Cell Signaling Technology, Frankfurt
IgG Kaninchen (HRP konjugiert) (1:4000) Amersham, Braunschweig

IgG Maus (HRP konjugiert) (1:4000) Amersham, Braunschweig
AlexaFluor 488 Ziege-anti-Maus (1:500) Invitrogen, Karlsruhe

AlexaFluor 546 Ziege-anti-Maus (1:500) Invitrogen, Karlsruhe
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2.1.7 Puffer und Stammlésungen

Material und Methoden

Alle Losungen und Puffer wurden in A.bidest. angesetzt.

Bradford 8,5% Phosphorséure,
4,75% Ethanol,
1% Commasie blue G250
(anschlielend filtern)
Lowry I 2% Na,CO;,
0,1 M NaOH
Lowry II 0,02% Na-K-Tartrat
Lowry III 0,01% CuSO,
PBS (pH 7.4) 137 mM NacCl,
2,7 mM KCl,

6,5 mM Na,HPO,,
1,5 mM KH2PO4,

0,7 mM CaCl,,
0,6 mM MgCl,
Ponceau’s-Losung 0,1% Ponceau
5% CH,COOH
Protein-Transfer-Puffer 50 mM Tris
384 mM Glycin
20% Methanol
SDS-Trenngel (5%) [7,5] {10%} (12%) [15%]  (7.2) [6,5] {5,7} (5,1) [4,3] ml A.bidest
3ml Tris-HCI (pH 8,8)
120 pl SDS (10%)
(1,5) [2,3] {3,0} (3,6) [4,5] m] Acrylamid (40%)
60 pl APS (10%)
6 ul TEMED
SDS-Sammelgel (4%) 4,4 ml A.bidest
0,76 ml Tris-HCI (pH 6,8)
60 nul SDS
0,76 ml Acrylamid (40%)
60 ul APS (10%)
6 ul TEMED

SDS-Laufpuffer (5x)

0,25 M Tris
1,92 M Glycin

TBE-Puffer (pH 8.2) (5x)

450 mM Tris
450 mM Borséaure
6,25 mM EDTA

TBS-Puffer (pH 7,6) (10x)

24,2 g Tris-HCl
80 g NaCl ad 114.bidest

TE-Puffer (pH 8,0)

10 mM Tris-HC1
1 mM EDTA
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2.1.8 Vektoren

pSV2MGMT: Aus dem Plasmidvektor pSV2neo (Southern and Berg 1982) wurde das
Neomycinresistenzgen zugunsten des humanen MGMT-Gens ausgetauscht (Kaina et al.

1991).

2.1.9 Primer
Primer fiir qRT-PCR-Experimente:

ZyKklen- Anealing-

Gen Sequenz Zahl Temperatur (°C)

apaf-1 5’-CAC GTT CAA AGG TGG CTG AT-3’ (up) 27 61
5°-TGG TCA ACT GCA AGG ACC AT-3’ (low)

bax 5’-GGA CGG GTC CGG GGA GCA GCC C-3’ (up) 28 58
5’-GCC TTG AGC ACC AGT TTG CTG GC-3’ (low)

ANp73  5’-CAA ACG GCC CGC ATG TTC CC-3’ (up) 34 69
5°’-TGG TCC ATG GTG CTG CTC AGC-3’ (low)

gapdh  5°-CCC CTC TGG AAA GCT GTG GCG TGA T-3’ (up) 21 56
5’-GGT GGA AGA GTG GGA GTT GCT GTT GA-3’ (low)

noxa 5’-GCC TGG GAA GAA GGC GCG CAA G-3’ (up) 28 58
5’-CAG GTT CCT GAG CAG AAG AG-3’ (low)

puma  5°-TGT AGA GGA GAC AGG AAT CCA CGG-3’ (up) 31 55
5’-AGG CAC CTA ATT GGG CTC CAT CTC-3’ (low)

TAp73 5°-GGC TGC GAC GGC TGC AGA GC-3’ (up) 31 67

5’-GCT CAG CAG ATT GAA CTG GGC CAT G-3’ (low)

Primer fiir EMSA-Experimente:

Bezeichnung Sequenz

G-oligo 5-TCTAGATGATCGTCGACGTCGAGCTCGGG-3’
C-oligo 5'-GGGAGATCTACTAGCAGCTGCAGCTCGAG-3’
T-oligo 5'-GGGAGATCTACTAGTAGCTGCAGCTCGAG-3’
2.1.10 siRNA

Die verwendete siRNA wurde iiber Qiagen (Hilden) bezogen.

Gen Zielsequenz

E2F-1 5’-ACG CTA TGA GAC CTC ACT GAA-3
p53 5’-AAG GAA ATT TGC GTG TGG AGT-3’
XIAP 5’-AAG TGC TTT CAC TGT GGA GGA-3’

Kontrolle (unspezifisch) 5’-AAT TCT CCG AAC GTG TCA CGT-3°
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2.1.11 Zelllinien

AKNI1 humane Zelllinie eines Leberkarzinom

D03 ' humane Zelllinie eines metastasierenden malignen Melanoms
D05 2 humane Zelllinie eines metastasierenden malignen Melanoms
D14 2 humane Zelllinie eines metastasierenden malignen Melanoms
HeLa S3 humane Zelllinie eines Gebarmutterkarzinoms

Jurkat humane T-Zelllinie einer akuten lymphoblastischen Leukédmie
MeWo humane Zelllinie eines malignen Melanoms

MeWoF40 parentale Zelllinie MeWo, siehe (Christmann et al. 2001)
MZ7 2 humane Zelllinie eines metastasierenden malignen Melanoms
SK29 * humane Zelllinie eines metastasierenden malignen Melanoms
P493-6° gentechnisch manipulierte human B-Lymphozyten Zelllinie,

siche (Kempkes et al. 1995; Pajic et al. 2000)

! Zellen wurden von Prof. C.W. Schmidt (Institute of Medical Research, Australien) zu Verfiigung gestellt.
2 Zellen wurden von Prof. T. Wolfel (Institut fiir Himatologie/Onkologie; Mainz) zu Verfiigung gestellt.
3 Zellen wurden von Prof. D. Eick (GSF, Miinchen) zu Verfiigung gestellt.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkulturschalen oder -flaschen bei 37°C und 7%
CO,-Gehalt in wassergesittigter Atmosphdre. Die Kultivierung aller Melanomzelllinien
und der Jurkatzellen erfolgt in RPMI 1640-Medium mit 10% FCS und jeweils 100 U/ml
Penicillin und Streptomycin. Die Zelllinie P493-6 wurde im selben Medium mit zusétzlich
2 mM L-Glutamin kultiviert. HeLa-Zellen wurden in DMEM-Medium mit 10% FCS
kultiviert. Die Zellen wurden zweimal wdochentlich passagiert. Hierzu wurde zunéchst das
auf den Zellen befindliche Medium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Mit
Trypsin (0,25%) wurden die Zellen mehrere Minuten inkubiert und durch Klopfen der
Schale an den Handballen abgelost. Die Zellen wurden in frischem, 37°C warmen Medium
aufgenommen, in einer Neubauer-Zdhlkammer gezdhlt und entsprechend verdiinnt
ausgesit. Zum Einfrieren wurden exponentiell wachsende Zellen einer Plastikkulturschale
(10 cm) geerntet, in Medium aufgenommen und bei 1000 Upm fiir 5 min abzentrifugiert.
Der Uberstand wurde entfernt, das verbleibende Zellpellet wurde in 2 ml Einfriermedium
(FCS mit 10% DMSO) resuspendiert und in KryorShrchen {berfiihrt. Nach einer
Verweildauer von 5 min bei 4°C wurden die Rohrchen in Zellstoff verpackt und in einer
Styroporbox bei -80°C eingefroren. Nach 24 h wurden die Zellen in fliissigen Stickstoff
tiberfiihrt. Zum Kultivieren gelagerter Zellen wurden die Kryordhrchen bei 37°C in einem
Wasserbad aufgetaut und anschlieBend mit Kulturmedium gewaschen, um das
verbleibende DMSO zu entfernen. Die Zellen wurden in 10 ml Medium aufgenommen und
in eine Kulturschale (10 cm) iiberfiihrt.

Alle etablierten Zelllinien wurden mit Hilfe des Mykoplasma-Detektions-Kits
(Boehringer, Mannheim) regelméBig auf Mykoplasmenkontamination untersucht.

2.2.2 Arretierung von P493-6-Zellen in der G1-Phase

Die Suspensionszellen wurden mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer gezéhlt und einem
50 ml Reaktionsgefdll auf die gewliinschte Konzentration verdiinnt. Es wurden 0,1 pg/ml
Tetrazyklin zugegeben, bevor die Zellen in Zellkulturschalen verteilt wurden. Nach 48 h
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Inkubation konnte der entsprechende Versuch durchgefiihrt werden. Uber die
Versuchsdauer wurde mit Tetrazylin dauerbehandelt. Um den Block aufzuheben, wurden
die Zellen mit 1000 Upm pelletiert und zweimal mit PBS gewaschen, bevor sie in frischem
Medium erneut ausgesit wurden.

2.2.3 Erstellung einer Wachstumskurve

Es wurden 1 x10° Zellen in 6 cm Schalen ausgesit. Die Feststellung der Zellzahl erfolgt
alle 24 h iiber einem Zeitraum von 4 Tagen. Durch Behandlung mit Trypsin wurden die
Zellen gelost und mit Medium auf ein definiertes Volumen zwischen 1 und 2 ml
eingestellt. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt.

2.2.4 Bereitung von Zytostatika und Behandlung von Zellen

Die Behandlung mit Fotemustin oder Temozolomid erfolgte durch die Zugabe einer
entsprechenden Stammlosung in das Medium der Zellkulturschale. Die kurze
Halbwertszeit der beiden Stoffe in wéssriger Losung (t;» ca. 30 min), machte die
Behandlung als Dauerbehandlung moglich. Eine Co-Behandlung mit O°-Benzylguanin
(O°BG), erfolgte immer 1 h vor der Zytostatikagabe mit einer Endkonzentration von
10 uM. Fotemustin wurde in 1,5 ml Reaktionsgefide abgewogen und bei -20°C gelagert.
Die Bereitung der Stammlosung (1 pg/ul) wurde mit 1/3 EtOH und 2/3 A.bidest
vorgenommen und stets frisch zubereitet. Die Temozolomidstammldsung (35 mM) wurde
mit DMSO bereitet, aliquotiert und bei -80°C gelagert.

2.2.5 Behandlung von Zellen mit Strahlungsquellen

2.2.5.1 UV-C Strahlung

Fiir die Behandlung mit UV-C Strahlung wurden Zellen in Zellkulturschalen ausgesit. Den
subkonfluenten Zellen wurde das Medium griindlich abgenommen und gesammelt. Die
Bestrahlung erfolgte mit einer Dosis von 2 J/m*/sec. Im Anschluss wurde das gesammelte
Medium wieder auf die Zellen gegeben.

2.2.5.2 Ionisierende Strahlung

Die Behandlung mit ionisierender Strahlung erfolgte fiir adhédrente Zellen in Kulturschalen
(6 cm) oder fiir abgeldste Zellen in 15 ml ReaktionsgefaBen. Die letztere Strategie eignete
sich vor allem fiir die Behandlung der Zellen bei 4°C. Die Bestrahlung erfolgte mit einer
Dosis von 3,75 Gy/min.

2.2.6 Methoden am Durchflusszytometer (FACS)

Alle Messungen am Durchflusszytometer wurden an einem FACSCalibur (BD
Pharmingen, Heidelberg) durchgefiihrt. Fiir jede Messung wurden 1 x10* Zellen analysiert.
Wenn nicht anderes angegeben, stellen graphisch dargestellte Ergebnisse, die durch FACS-
basierte Methoden gewonnen wurden, den Mittelwert aus drei unabhidngigen Versuchen
dar.

2.2.6.1 Bestimmung der SubG1-Fraktion (Zelltodmessung)

Die Bestimmung des Zelltods mittels SubG1-Fraktion basiert auf der Messung des DNA-
Gehalts von Zellen. Die Methode eignet sich ebenfalls, um die Zellzyklusverteilung zu
ermitteln. Prozesse des Zelltods sind u.a. DNA-Fragmentierung und DNA-Abbau. Der
DNA-Gehalt sterbender bzw. apoptotischer Zellen liegt somit unter dem DNA-Gehalt von
Zellen in der G1-Phase. Die Bestimmung der Zellpopulation mit dem DNA-Gehalt < G1
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wird dem Anteil toter Zellen gleichgesetzt (Nicoletti et al. 1991; Fraker et al. 1995). Es
wurden 1 x10° Zellen pro Zellkulturschale (6 cm) ausgesit und am néchsten Tag
behandelt. Zum Ernten der Zellen wurde der Uberstand mit den nicht adhirenten Zellen
gesammelt, die adhdrenten Zellen wurden mit Trypsin gelost und beide Teile vereinigt.
Nach einem Zetrifugationsschritt (1000 Upm, 5 min, 4°C) wurde das Zellpellet in 150 pl
PBS resuspendiert und in 2 ml eiskaltem 70%-igen Ethanol fiir 1 h (oder max. 4 Wochen)
bei -20°C fixiert. Nach erneuter Zentrifugation (1500 Upm, 5 min, 4°C) wurde das
Zellsediment in 333 pl PBS mit RNase A (Endkonz. 0.03 pg/ml) fiir 1 h inkubiert und vor
der Messung mit 164 ul Propidiumjodidlosung (50 pg/ml) auf eine Endkonzentration von
16,5 pg/ml eingestellt. Die quantitative Analyse erfolgte mittels der CellQuest Pro
Software und der WinMDI Software.

2.2.6.2 Bestimmung der Zellzyklusverteilung
Siehe 2.2.6.1:Bestimmung der SubG1-Fraktion (Zelltodmessung).
2.2.6.3 Bestimmung der Apoptose- / Nekrose-Frequenz (Annexin V/

Propidiumjodid-Doppelfiirbung)

Diese Methode basiert auf der Bindung von Annexin-V-FITC an Phosphatidylserin-
Resten, die wihrend der frithen Apoptose von der Innenseite der Zellmembran auf die
AuBlenseite umgelagert werden (Vermes et al. 1995). Zum Ernten der Zellen wurde der
Uberstand mit den nicht adhérenten Zellen gesammelt, die adhérenten Zellen wurden mit
Trypsin geldst und beide Teile vereinigt. Die Zellen wurden in kaltem PBS gewaschen,
und nach einem Zentrifugationsschritt (1000 Upm, 5 min, 4°C) auf Eis gestellt und in 50 pl
Bindungspuffer (10 mM HEPES [pH 7,4], 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, 0,1% BSA)
aufgenommen. Es wurden 2,5 ul Annexin V-FITC (BD Pharmingen, Heidelberg)
zugegeben und die Zellen 15 min auf Eis im Dunkeln inkubiert. Danach wurden pro
Ansatz 430 ul Bindungspuffer und 10 pl PI zugegeben. Nach spitestens einer Stunde
wurden die Proben am Durchflusszytometer gemessen und mittels der CellQuest Pro
Software und der WinMDI Software quantifiziert.

2.2.6.4 Messung der Proliferation durch Membran-Firbung

Das Prinzip basiert auf dem Ausdiinnen des in der Membran eingelagerten Farbstoffes
PKH26 (Mini26-Kit, Sigma-Aldrich, Miinchen). Proliferation spiegelt das Vererben des
Farbstoffs einer Mutterzelle auf die Tochterzellen im Verhéltnis 1:1 wider. Um die Zellen
moglichst in der gleichen Zellzyklusphase zu behandeln, wurden konfluente Zellen benutzt
und nach Angaben des Herstellers (Endkonzentration: 2 x10°® M, Farbstoffinkubation:
4 min) angefarbt. Die Behandlung mit Zytostatika erfolgte am néchsten Morgen. Zum
Ernten der Zellen wurde der Uberstand mit den nicht adhirenten Zellen gesammelt, die
adhédrenten Zellen wurden mit Trypsin geldst und beide Teile vereinigt. Nach einem
Zetrifugationsschritt (1000 Upm, 5 min, 4°C) wurden die pelletierten Zellen in 150 ul PBS
resuspendiert und in 2 ml PBS mit 2%-igem Formaldehydanteil fixiert und fiir maximal
sieben Tage bei 4°C gelagert. Nach erneuter Zentrifugation (1500 Upm, 5 min, 4°C) wurde
das Zellsediment in 0,5 ml PBS resuspendiert. Die quantitative Analyse erfolgte mittels der
CellQuest Pro Software und der WinMDI Software.

2.2.7 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit Hilfe des NucleoSpin RNA II-Kits oder des
NucleoSpin RNA/Protein-Kits, beide von Marchery & Nagel (Diiren) nach Angaben des
Herstellers.
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2.2.8 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsaure

Die Bestimmung der Konzentration von Nukleinsduren erfolgte in wassriger Losung. Es
wurde die Absorption bei 260 nm, 280 nm und 230 nm bestimmt. Eine ODs von 1
entspricht 50 pg/ml DNA, 40 pg/ml RNA bzw. 20 pg/ml Oligonukleotide. Das Verhéltnis
OD260/ODyg9 beschreibt die Verunreinigung der Probe mit Protein. Reine DNA hat den
Wert 1,8, reine RNA 2,0. Nicht geloste Nukleinsduren werden aus dem Verhiltnis
OD260/OD3y30 bestimmt. Der Messwert sollte 0,005 nicht {ibersteigen.

2.2.9 Synthese von Nukleinsé&ure in vitro

2.2.9.1 Synthese von cDNA

Die Synthese von cDNA aus Gesamt-RNA wurde mittels des ,,First Strand Synthesis-Kit*
von ABgene (Hamburg) oder Sigma-Aldrich (Miinchen) nach Angaben des Herstellers
synthetisiert. Es wurden 0,6 pg Gesamt-RNA in die Reaktion eingesetzt.

2.2.9.2 Quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(qRT-PCR)

Das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (Mullis et al. 1986) besteht in einer
mehrfachen Replikation eines DNA-Fragments, welche durch eine Denaturierung der neu
entstandenen Doppelstringe beliebig oft wiederholt werden kann. Fiir eine PCR werden
Primer verwendet, die auf den verschiedenen Stringen der DNA binden und mit ihren 3'-
Enden aufeinander zuweisen. Die Primer werden durch die thermostabile Polymerase des
Bakteriums Thermus aquaticus verlangert, wodurch die dazwischen liegenden Sequenzen
aufgefiillt werden. Die neu synthetisierten Stringe dienen im nichsten Zyklus wieder als
Matrize (Template), an welche die Primer hybridisieren konnen. Dadurch wichst die
Anzahl an DNA-Fragmenten exponentiell an. In qRT-PCR Ansitzen wird cDNA
eingesetzt, die aus Gesamt-RNA synthetisiert wurde. Mit dieser Methode wird untersucht,
in welcher GroBenordnung ein bestimmtes Gen (reprisentiert durch ein Fragment dieses
Gens) auf mRNA-Ebene im Vergleich zu Referenzproben transkribiert wurde. Die
Reaktionen wurden mit 0,5-4 ul der synthetisierten cDNA in einem Endvolumen von 25 pl
mit Master Mix Red (Ampliqon, Hamburg) nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Die PCR wurde mit folgenden Parametern durchgefiihrt:

1 Mal 2 min bei 94°C;
x' Mal Synthesezyklus (60 sec bei 94°C-Denaturierung,

60 sec bei x* °C-Annealing, 120 sec bei 72°C-Verlingerung);
1 Mal 10 min bei 72°C.

x': siche 2.1.9: Zyklenzahl; x*: siehe 2.1.9: Anealing-Temperatur

2.2.10 DNA-Geleletkrophorese

Um DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange aufzutrennen und zu analysieren, wurden
Agarosegele verwendet. Die negativ geladene DNA wandert hierbei mit einer
Geschwindigkeit durch die Agarose-Matrix, die proportional zum negativen Logarithmus
der Lange des DNA-Fragments ist. Die Auftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte auf
1,0%-igen Agarosegelen. Die Agarosegele wurden mit 1x TBE-Puffer angesetzt, wobei
dieser Puffer auch als Laufpuffer verwendet wurde. pRT-PCR-Proben bendtigten keinen
zusitzlichen DNA-Stop-Puffer und wurden direkt in die Taschen gegeben und bei 100 V
elektrophoretisch getrennt. Als Molekulargewichtsstandard wurde der Marker pBR322
DNA/Alul (Fermentas, St. Leon-Rot) verwendet. Die Fiarbung der elektrophoretisch
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aufgetrennten DNA erfolgte durch Ethidiumbromid (5 pg/ml), welches vor dem Giellen
des Gels in die fliissige Agarose gegeben wurde. Dokumentiert und ausgewertet wurden
die Gele mit dem Geldokumentationssystem InGenius und der Software GeneSnap und
GeneTools (Syngene, Cambridge UK).

2.2.11 Transfektion von DNA in Saugerzellen

Fiir die Transfektion des pSV2MGMT-Verktors wurde das Transfektionsreagenz Effectene
(Qiagen, Hilden) verwendet. Es wurde eine subkonfluente Zellkulturschale (10 cm) nach
Angaben des Herstellers mit 2 pg Plasmid-DNA transfiziert. Am néchsten Tag wurden die
Zellen mittels Trypsin abgelost und in Zellkulturschalen (6 cm) fiir den Versuch neu
ausgesat. 24 h darauf erfolgte die Behandlung mit den Zytostatika.

2.2.12 Transfektion von siRNA in Saugerzellen

Die Transfektion von siRNA wurde mit dem Transfektionsreagenz HiPerFect (Qiagen,
Hilden) durchgefiihrt. Die Zellen wurden nach Anforderung des Versuchs ausgeséit und am
nichsten Tag nach Angaben des Herstellers (Traditional Protocol) mit unterschiedlichen
siRNA-Konzentrationen transfiziert. Die Behandlung mit Zytostatika erfolgte 24 h spéter.

2.2.13 Bestimmung der Proteinkonzentration

2.2.13.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration beruht auf der Bindung von Comassie Blue
G250 an die Aminogruppen der Proteine (Bradford 1976). Hierbei verschiebt sich das
Absorptionsmaximum des Farbstoffs in phosphosaurer Losung von 465 nm nach 595 nm.
Fiir die Proteinbestimmung der Versuchsproben wurden je 1 pl der Proteinextrakte mit
200 pl Bradfordlosung auf einer 96-well Mikrotiterplatte versetzt. Nach 15 min Inkubation
bei Dunkelheit wurde die Messung der Absorption in einem Mikroplatten-Reader bei
600 nm vorgenommen. Die Proteinkonzentration der Zellextrakte wurde anhand einer
Eichkurve bestimmt. Die Eichkurve (0,5-5 pg Protein) wurde mittels BSA (Stammldsung
1 pg/ul) erstellt.

2.2.13.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Lowry (Lowry et al. 1951) beruht auf
einer chemischen Reaktion, wobei die reaktiven Gruppen der Proteine unter alkalischen
Bedingungen Cu®'- zu Cu'-lonen reduzieren. Die Cu’-Ionen wiederum reagieren mit Na-
K-Tartrat zu einem blau gefiarbten Komplex, dessen Absorption bei 600 nm per
Photometer bestimmt werden kann. Zur Proteinbestimmung der Versuchsproben wurden je
10 pl Proteinlosung mit 140 pl Lowry I-Losung gemischt. Zu allen Proben wurde nun
250 pl Lowry IV-Losung (98% Lowry I, 1% Lowry II, 1% Lowry III, frisch zubereitet)
und danach 30 ul 50%-iges Folin-Reagenz gegeben. Nach 30 min Inkubation in
Dunkelheit und bei RT wurden je 100 pl in Doppelwerten in eine Mikrotiterplatte pipettiert
und einem Mikroplatten-Reader bei 600 nm vermessen. Die Proteinkonzentration der
Zellextrakte wurde anhand einer Eichkurve bestimmt. Die Eichkurve (0,5-5 pg Protein)
wurde mittels BSA (Stammlosung 1 pg/ul) erstellt.
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2.2.14 Western-Blot-Analyse

2.2.14.1 Ernten von Zellen zur Proteinextraktherstellung

Die Zellen wurden mit Trypsin gelost und je nach Fragestellung mit den Zellen des
Uberstands vereinigt oder nicht. Nach einem Zentrifugationsschritt (1000 Upm, 5 min,
4°C) wurde das Zellsediment in 1 ml eiskaltem PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml
Reaktionsgefal3 tiberfiihrt. Nach einem weitern Zentrifugationsschritt (4000 Upm, 5 min,
4°C) konnte das Zellpellet in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt und bei -80°C gelagert werden
oder es wurde direkt weiterverarbeitet.

2.2.14.2 Herstellung von Gesamtzellextrakten I

Die Zellen wurden, wie unter 2.2.14.1 beschrieben geerntet. Je nach Zellmenge wurde das
Pellet in 100-500 pl Fraktionierungspuffer C (20 mM Tris-HCI [pH 8,5], 1 mM EDTA,
1 mM B-Mercaptoethanol, 5% Glycerin, 0,5 mM PMSF, 10 mM DDT, 1 uM Na3zVOy,
Complete™) resuspendiert und die Membranen mittels Ultraschall (2x 10 Pulse, Duty
cycle: 40%, Output control: 4) aufgebrochen. Das Proteinlysat wurde durch Zentrifugieren
(14000 Upm, 15 min, 4°C) geklért. Proteinbestimmung erfolgte nach der Methode von
Bradford. Die Lysate wurden bei -80°C gelagert.

2.2.14.3 Herstellung von Gesamtzellextrakten II zur Detektion von
Phosphoproteinen

Adhidrenten Zellen wurden in der Kulturschale zweimal mit PBS gewaschen. Auf die
Zellen in der Schale (6 cm) wurde 200 pl 95°C heiller Proteinprobenpuffer (Roth,
Karlsruhe) gegeben. Die Zellen wurden mittels Zellschaber gelost und mit dem Puffer in
ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt. Mittels Ultraschall (2x 10 Pulse, Duty cycle: 40%,
Output control: 4) wurden DNA und Membranen zerstdrt. Nach flinfminiitiger
Denaturierung bei 95°C konnten die Extrakte bei -20°C gelagert werden.
Proteinangleichung erfolgte mittels Western-Blot-Ananlyse.

2.2.14.4 Herstellung von Gesamtzellextrakten I11

Die Zellen wurden, wie unter 2.2.14.1 beschrieben, geerntet. Das Zellpellet wurde mit dem
NucleoSpin RNA/Protein-Kit (Marcherey-Nagel, Diiren) nach Angaben des Herstellers zu
Gesamtzellextrakten verarbeitet. Proteinangleichung erfolgte mittels Western-Blot-
Ananlyse.

2.2.14.5 Herstellung von reinen Kernextrakten

Die Zellen wurden, wie unter 2.2.14.1 beschrieben, geerntet. Das Zellpellet wurde in 1 ml
Lysepuffer 1 (10 mM Tris-HCI [pH 7,4], 10 mM NacCl, 3 mM, MgCl,, 0,5 mM PMSF,
10 mM DDT, 1 uM Na;VO,, Complete™) resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Es
wurde 50 pl 10%-iges NP-40 zugesetzt und weitere 5 min auf Eis inkubiert. Nach einem
Zenrtifugationsschritt (3200 Upm, 5 min, 4°C) wurde das Pellet (Kerne) in einem weiteren
Milliliter Lysespuffer 1 gewaschen und erneut zentrifugiert. Das Pellet wurde je nach
GroBe in 150 - 300 pl Lysepuffer 2 (20 mM Hepes-KOH [pH 7,4], 0,6 M KCI, 0,2 mM
EDTA, 0,5 mM PMSF, 10 mM DDT, 1 uM Na3zVOs,, CompleteTM) resuspendiert und
mittels Ultraschall (2 mal 10 Pulse, Duty cycle: 40%, Output control: 4) aufgebrochen.
Nach dem Kliren der Lysate (14000 Upm, 15 min, 4°C) wurde die Proteinbestimmung
nach der Methode von Lowry durchgefiihrt. Die Lysate wurden bei -80°C gelagert.
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2.2.14.6 Herstellung von fraktionierten Zellextrakten

Mit dieser Methode konnen zytosolische Extrakte, Kern- und Membranextrakten aus einer
Probe aufbereitet werden. Es handelt sich hierbei nur um eine Anreicherung der Fraktionen
und nicht um reine Extrakte. Die Zellen wurden, wie unter 2.2.14.1 beschrieben, geerntet,
je nach GroBe des Pellets in 100-500 pl Fraktionierungspuffer A (10 mM Hepes-KOH [pH
7,4], 0,1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 250 mM Saccharose, 0,5 mM PMSF, 10 mM DDT,
1 pM Na;VO,, Complete™) resuspendiert und in flissigen Stickstoff iiberfiihrt.
Anschliefend wurde der Puffer in einem 37°C warmen Heizblock getaut und 5 sec
gevortext. Durch dreimaliges Wiederholen des Vorgangs von Einfrieren und Tauen wurde
die Zellmembran zerstort ohne die Kernmembran zu beeintrdchtigen. Durch Zentrifugieren
(700 g, 10 min, 4°C) wurden die Zellkerne und Membranfragmente pelletiert (Pellet I). Der
Uberstand (Zytosol) wurde in eine neues Reaktiongefil {iberfiihrt und durch
Zentrifugation (14000 Upm, 15 min, 4°C) geklért. Proteinbestimmung erfolgte nach der
Methode von Bradford. Das Pellet I wurde je nach GroBe mit 100-250 pl
Fraktionierungspuffer C (20 mM Tris-HCl [pH 8,5, 1 mM EDTA, 1 mM
B-Mercaptoethanol, 5% Glycerin, 0,5 mM PMSF, 10 mM DDT, 1 uM Na3VOy,
Complete™) resuspendiert und mittels Ultraschall (2 mal 10 Pulse, Duty cycle: 40%,
Output control: 4) aufgebrochen. Durch Zentrifugation (14000 Upm, 15 min, 4°C) wurden
die Kernproteine (Uberstand) von der Membranfraktion (Pellet II) getrennt.
Proteinbestimmung der Kernextrakte erfolgte nach der Methode von Bradford. Das Pellet
II wurde je nach Grofe mit 50-100 pl Fraktionierungspuffer B (Fraktionierungspuffer C
mit 1% Triton X-100) durch griindliches Resuspendieren geldst. Proteinbestimmung der
Membranfraktion erfolgte nach der Methode von Lowry. Alle Extrakte wurden bei -80°C
gelagert.

2.2.14.7 Herstellung von reinen mitochondrialen und zytosolischen Extrakten

Fiint Zellkulturschalen (10 cm) mussten fiir jede Probe vorbereitet werden. Die Zellen
wurden, wie unter 2.2.14.1 beschrieben, geerntet und zusitzlich noch einmal mit kaltem
PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 600 pl Lysepuffer M (20 mM Hepes-KCI [pH
7,51, 20 mM KCI, 1,5 mM MgCl,, 1 mM EDTA, I mM EGTA, 250 mM Saccharose,
0,5 mM PMSF, 10 mM DDT, 1 uM Na;VO,, Complete™) resuspendiert und 5 bis 10 min
inkubiert. Nach einem Zentrifugationsschritt (14000 Upm, 15 min, 4°C) wurde der
Uberstand (zytosolische Fraktion) in einer Ultrazentrifuge bei 100000 g fiir 1 h bei 4°C ein
zweites Mal geklért. Die Proteinbestimmung des zytosolischen Extrakts erfolgte nach der
Methode von Bradford. Das Zellpellet aus dem ersten Zentrifugationsschritt wurde in
250 pl Lysepuffer M resuspendiert und mittels Ultraschall (2 mal 10 Pulse, Duty cycle:
40%, Output control: 4) aufgebrochen. Durch Zentrifugation (14000 Upm, 15 min, 4°C)
wurde der mitochondriale Extrakt gekldrt. Die Proteinbestimmung des mitochondrialen
Extrakts erfolgte mit der Methode nach Bradford. Die Extrakte wurden bei -80°C gelagert.

2.2.14.8 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte wie beschrieben
(Laemmli 1970). Es wurden denaturierende Polyacrylamidtrenngele mit einem
Polyacrylamidanteil von 5%, 7,5%, 10%, 12% oder 15% verwendet. Das Trenngel wurde
zwischen Glasplatten (Bio-Rad, Miinchen) gegossen und mit Isopropanol iiberschichtet.
Die Polymerisation war nach ca. 30 min abgeschlossen. Nach Entfernen des Isopropanols
wurde ein Sammelgel (4% Polyacrylamidanteil) auf das Trenngel gegossen und ein Kamm
zur Aussparung von Ladetaschen eingebracht. Nach der Polymerisation des Sammelgels
wurde der Kamm entfernt und die Taschen mit SDS-Lufpuffer ausgespiilt. Die
aufzutragenden Proben wurden wie folgt behandelt. Pro Spur wurden 15-50 pg Protein mit
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1/4 Vol Ladepuffer (Roth, Karlsruhe) versetzt und 5 min bei 95°C denaturiert. Die
gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in SDS-Laufpuffer bei 130 V.

2.2.14.9 Western-Blot-Transfer

Nach der Auftrennung der Proteine durch eine SDS-PAGE wurden die Proteine
elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran {ibertragen. Das Polyacrylamidgel
wurde zuerst in Protein Transfer Puffer iiberfiihrt und auf eine in Puffer getrdnkte
Nitrozellulosemembran gelegt. Ober- und Unterseite wurden mit einem puffergetrinkten
Schwamm und je einer Doppellage in Puffer getrdnkten Whatman-Papier umschlossen, in
einem Gelhalter fixiert und vertikal in eine mit Protein Transfer Puffer gefiillte
Transferkammer (Bio-Rad, Miinchen) gegeben, so dass der Nitrozellulosefilter zur Anode
hin orientiert war. Die Uberfiihrung der Proteine auf die Membran erfolgte bei 320 mA fiir
eine Stunde (Mini Trans Blot Cell), bei 300 mA fiir drei Stunden oder bei 100 mA {iber
Nacht (Trans Blot Cell). Nach Beendigung des Transfers erfolgte eine Uberpriifung der
Beladung und der Proteiniibertragung durch Féarbung des Filters mit Ponceau’s-Losung.
AnschlieBend wurde der Nitrozellulosefilter mit TBS-Tween20 (0,1%) gespiilt, um die
Férbelosung abzuwaschen.

2.2.14.10 Detektion von Proteinen mittels Antikorper

Zur Blockierung unspezifischer Antikorperbindung wurde der Nitrozellulosefilter fiir 1 h
bei Raumtemperatur in Blockierungslosung (TBS mit 5% Magermilchpulver und 0,1%
Tween20) inkubiert. Der Filter wurde nun mit dem priméiren Antikorper (1:200 - 1:6000 in
Blockierungslosung oder gegebenenfalls in TBS mit 5% BSA und 0,1% Tween20) iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Am néichsten Tag wurde der Filter 3x 10 min mit TBS-Tween20
gewaschen, um ungebundene Antikorper zu entfernen. AnschlieBend wurde der Filter mit
einem  entsprechenden =~ HRP-konjugierten = Sekunddrantikérper  (1:4000  in
Blockierungslosung) fiir 1h bei Raumtemperatur inkubiert und erneut 3x 10 min
gewaschen. Das Chemolumineszenzsignal von gebundenen Antikdrpern erfolgte mittels
eines ECL-Kits und die Detektion mit ,,High perfomance chemiluminescence film* (beide
Amersham, Braunschweig). Um fiir eine weitere Inkubation die Antikérper von dem Filter
abzuwaschen, wurde der Filter 2x 20 min in 100 mM Glycinlésung (pH 2,8) inkubiert,
danach 1x 10 min in TBS-Tween20 gewaschen und 1 h in Blockierungslosung inkubiert.

2.2.15 Gelreatardationsexperiment (EMSA)

2.2.15.1 Radioaktive Markierung von DNA-Oligonukleotiden

Zur Herstellung der Fehlpaarungsoligonukleotide wurden 250 pmol G-oligo mit 250 pmol
C-oligo oder 250 pmol T-oligo gemischt und auf 40 pl mit A4.bidest aufgefiillt. Die
Oligonukleotide wurden in 1,5 ml Reaktionsgefdfien in einem Schwimmer platziert und in
1 I Wassers bei 80°C denaturiert. Die Proben blieben im Wasser, bis dieses sich auf 20°C
abgekiihlt hatte. In dieser Zeit erfolgte die Hybridisierung der Oligonukleotide. Zum
Schluss wurden die Ansidtze mit A.bidest auf 100 ul aufgefiillt. Um die Sonde radioaktiv zu
markieren, wurden 1,4 ul (3,5 pmol) des Oligonukleotids mit 1 pl 10x Poly-Nucleotid-
Kinase-Puffer, 3 ul y*’P-dATP und 1 pl PNK (Polynukleotidkinase) gemischt und der
Reaktionsansatz mit A4.bidest auf 10 pl aufgefiillt. Nach einer Inkubation bei 37°C fiir
60 min erfolgte die Zugabe von 90 pl A4.bidest. AnschlieBend wurde die DNA durch die
Zugabe von 250 pl abs. Ethanol iiber Nacht bei -20°C gefillt. Die DNA wurde fiir 30 min
bei 14000 Upm und 4°C abzentrifugiert, mit 70%-igen Ethanol gewaschen, in 100 pl
A.bidest gelost und erneut mit 2,5 Vol abs. Ethanol gefillt. Nach einer Inkubation bei
-20°C iiber Nacht wurde die DNA fiir 30 min bei 14000 Upm und 4°C abzentrifugiert, mit
70% Ethanol gewaschen, getrocknet und in 100 pl 4.bidest gelost.
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2.2.15.2 Bereitung von Kernextrakten

Die Zellen wurden in 1 ml Lysispuffer 1 (10 mM Tris-HCI [pH 7,4], 10 mM NacCl, 3 mM
MgCl,, 1 mM DDT, 2 mM PMSF) resupendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Nach der
Zugabe von 50 pl 10%-igem NP40 wurden die Zellmembranen durch eine fiinfminiitige
Inkubation aufgebrochen. Nach einer Zentrifugation bei 3200 Upm und 4°C fiir 5 min
wurden die Zellkerne in 1 ml Lysispuffer I resuspendiert, um Reste des Zytoplasmas zu
entfernen. Durch erneute Zentrifugation bei 3200 Upm und 4°C fiir 5 min wurden die
Zellkerne sedimentiert, anschlieBend in 2 Vol hypotonem Kernextraktionspuffer (20 mM
Hepes-KOH [pH 7.,4], 0,6 M KCI, 0,2 mM EDTA, 0,5 mM PMSF, 10 mM DDT) und fiir
30 min auf FEis lysiert. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation fiir 15 min bei
14000 Upm bei 4°C. Der Uberstand, welcher die geldsten Kernproteine enthilt, wurde
abgenommen, mit 1 Vol Kernextraktionspuffer ohne KCl verdiinnt, auf 20% Glycerin
eingestellt und bei -80°C eingefroren. Die Proteinbestimmung erfolgte nach Bradford.

2.2.15.3 EMSA-Reaktion

Die Bestimmung der Bindungsaktivitdt von Proteinen beruht auf einer Bindung des zu
detektierenden Proteins an ein definiertes, radioaktiv markiertes Oligonukleotid. Hierzu
wurden 3-6 pg des isolierten Kernextraktes (sieche 2.2.15.2) in einem 1,5 ml
Reaktionsgefd mit 15 pl Reaktionsmix (10% Glycerin, 10 mM Hepes-KOH [pH.7,9],
50 mM KCl, 4 mM MgCl,, 4 mM Tris-HCI, 0,5 mM EDTA, 0,005% BSA, 0,005% poly
[dIdC]) gemischt. AnschlieBend wurden 25 fmol des radioaktiv markierten
Oligonukleotids (siehe 2.2.15.1) zugegeben, der Ansatz mit 4.bidest auf 20 pl aufgefiillt
und fiir 30 min bei RT inkubiert.

2.2.15.4 EMSA- Elektrophorese

Bei den verwendeten Polyacrylamidgelen handelte es sich im Gegensatz zu der SDS-
PAGE um native Gele. Die Gelkammer wurde nach dem Zusammenbau mit 1% ,,Jlow-
melting“-Agarose abgedichtet, ein 4%-iges Polyacrylamidgel zwischen die Glasplatten
gegossen und ein Kamm zu Aussparung von Taschen -eingesteckt. Nach der
Polymerisierung des Gels wurde es in eine spezielle Kammer eingespannt und erneut mit
Agarose abgedichtet. Das Gel wurde durch einen einstiindigen Vorlauf bei 100 mV
aquilibriert, als Laufpuffer diente hierbei 0,25%-iger TBE-Puffer. Die fertigen Proben
wurden auf das Gel aufgetragen; der Gellauf erfolgte bei 100 mV, bis die Lauffront eines
separat aufgetragenen Bromphenolblaumarkers ca. 1-2 cm vor dem Auslaufen war. Danach
wurde das Gel abgebaut, bei +80° C und Unterdruck getrocknet und in einer
Rontgenkassette mit Verstarkungsfilter mit einem Rontgenfilm belegt und {iber Nacht bei
-80° C exponiert.

2.2.16 Bestimmung der Caspaseaktivitat

Die Bestimmung der enzymatischen Aktivitit der Caspasen-8, -9 und -3 erfolgte mit Hilfe
des Colorimetric Caspase Activity Assays von R&D System: Es wurden jeweils 2 x10°
Zellen pro Probe ausgezéhlt und fiir 10 min zentrifugiert (1500 Upm, 4°C). Das Zellpellet
einer Probe wurde in 50 ul Lysepuffer resuspendiert und fiir 10 min auf Eis inkubiert.
Danach wurde die Zellsuspension fiir 5 min zentrifugiert (14000 Upm, 4°C), der Uberstand
wurde abpipettiert und in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefal tiberfiihrt. Die Proben (jeweils
50 pl) wurden auf einer Mikrotitterplatte auspipettiert und jeweils 50 ul 2x Reaktionpuffer
(mit frisch zugegebenem 10 mM DTT) zugegeben. AnschlieBend wurden 5 pl des
entsprechenden Caspasensubstrats mit dem Lysat gemischt und fiir 90 min bei 37°C
inkubiert. Die Messung erfolgte bei 405 nm am Mikroplatten-Reader.
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2.2.17 Bestimmung der Zellviabilitédt

Die Zellviabilitdt wurde mittels CellTiter-Glo Lumineszenz Test (Promega, Mannheim)
bestimmt und basiert auf Messung des ATPs in einer Probe. Durch Zugabe von Luziferase
wurde durch das ATP und Sauerstoff ein Lichtsignal erzeugt und mittels Luminometer
bestimmt. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.2.18 Interstrand Crosslink-Komet-Test (ICL-Komet-Test)

2.2.18.1 Behandlung mit ICL-induzierenden Agenzien

Fiir diese Methode ist es zwingend notwendig, alle Proben gemeinsam aufzuarbeiten, um
mogliche Schwankungen zwischen einzelnen Zeitpunkten innerhalb eines Versuchs
auszuschlieen. Bei einem Versuchsaufbau mit mehreren Messpunkten iiber die Zeit ist
daher eine Behandlungsstrategie mit mehreren Behandlungszeitpunkten zwingend
notwenig.

2.2.18.2 Ionisierende Bestrahlung

Ionisierende Strahlung wird in diesem Versuch als methodische Grofle verwendet. Die
DNA der Zellen wird durch die Strahlung gleichmiBig fragmentiert, was sich im Komet-
Test in Mobilitdt der DNA niederschldgt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, mittels
Trypsin abgeldst und in ein 15 ml ReaktionsgefdB iiberfiihrt. Der Uberstand wurde
verworfen, da tote Zellen nicht auswertbar sind. Nachdem die Zellzahl bestimmt wurde,
erfolgte ein Zentrifugationsschritt (1000 Upm, 5 min, 4°C). Um eine Zellkonzentration von
1 x10° Zellen/ml zu erreichen, wurde das Pellet in einer entsprechenden Menge eiskaltem
PBS resuspendiert. Um Reparaturprozesse zu vermeiden, mussten die Proben konsequent
in Eiswasser gelagert werden. Die Proben wurden einheitlich mit 6 Gy bestrahlt.

2.2.18.3 Alkalische Einzelzellelektrophorese (Komet-Test)

Die Einzelzellelekrophorese unter alkalischen Bedingungen erlaubt die Detektion von
DNA-Einzel- und Doppelstrangbriichen sowie von alkali-labilen Stellen (Singh et al. 1988;
Klaude et al. 1996). Da die DNA unter den alkalischen Bedingungen in Einzelstridngen
vorliegt, zeichnet sich ICL-verkniipfte DNA, in Verbindung mit der vorherigen
Fragmentierung mittels IS, durch eine Abnahme an Mobilitdt aus. Hierzu wurden
Objekttriger mit Agarose (1,5% in PBS) beschichtet und UN getrocknet. 10 pul
Zellsuspension (1 x 10° Zellen/ml) wurde mit 120 pl LMP-Agarose (0,5% in A.bidest,
37°C) gemischt und auf dem beschichteten Objekttriger aufgebracht. Um eine
gleichméBige Verteilung auf dem Objekttrager zu gewéhrleisten, wurde direkt im
Anschluss ein Deckglas (24 x 60 mm) dartiber gelegt. Zum Erstarren der Agarose wurden
die Objekttrager 5 min bei 4°C gelagert. Nach Entfernen des Deckglases erfolgte die
Zelllyse in alkalischem Lysepuffer (2,5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1% Na-
Laurylsarcosinat, pH 10) bei 4°C fiir 1 h. Zu dem Lysepuffer wurde mindestens 1 h vor
Gebrauch 1 ml Triton X-100 und 10 ml DMSO hinzu gegeben und bei 4°C vorgekiihlt.
Nach der Lyse erfolgte die Alkalidenaturierung fiir 25 min in Elektrophoresepuffer
(300 mM NaOH, 1 mM EDTA, pH >13) direkt in der Elektrophoresekammer. Die
Elektrophorese erfolgte direkt im Anschluss fiir 25 min bei 300 mA (25 V). Zum
Neutralisieren der Proben wurden die Objekttrager 3x 5 min mit Neutralisationspuffer
(0,4 M Tris-HCI, pH 7.5) tiberschichtet. Die Objekttrager wurden anschlieBend mit
destilliertem Wasser abgespiilt, 5 min in 100%-igem Ethanol fixiert und iliber Nacht
getrocknet. Vor der Auswertung wurde 50 pl EtBr (20 pg/ml) auf den Objekttrager
gegeben, um die DNA anzufdrben, und ein Deckglas (24 x 60 mm) aufgebracht. Die
Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe einer CCD-Kamera und der
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Software Kinetic Imaging Komet 4.0.2. (BFI-Optilas, Puchheim). Pro Objekttrager wurden
50 Zellen ausgewertet, indem das ,,Olive Tail Moment* (OTM) bestimmt wurde. Das OTM
ist als das Produkt der DNA-Menge im Komet-Schweif (%) und der Distanz zwischen dem
Zentrum der Masse vom Komet-Kopf (Zellkern) und dem Ende des Komet-Schweifs
definiert (Olive et al. 1991).

2.2.19 Messung der O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase Aktivitit
(MGMT-Test)

Das Prinzip beruht auf Ubertragung von radioaktiv markierten Methylgruppen von
Kalbsthymus-DNA auf das MGMT-Protein in einem zu untersuchenden Zellextrakt. Die
Methylierung der DNA wurde zuvor durch Inkubation mit [*H]-Methyl-N-Nitrosoharnstoff
erreicht. Die DNA wird anschlieBend durch Behandlung mit Trichloressigsdure (TCA)
hydrolisiert und die zelluldren Proteine ausgefillt. Die Radioaktivitét, die von der DNA auf
das MGMT-Protein iibertragen wurde, ist ein Mal} fiir die Methyltransferaseaktivitit im
Zellextrakt. Zur Aktivititsmessung wurden 200 pg Gesamtprotein und 40 pl [*H]-
markierte DNA (ca. 80000 cpm) in 200 pl Reaktionspuffer (70 mM Hepes-KOH [pH 7,8],
1 mM DDT, 5 mM EDTA) aufgenommen. Nach einer Inkubation fiir 90 min bei 37°C
erfolgte die Zugabe von 400 pl 13%-iger TCA und von 100 pg BSA. Durch das
Aufkochen der Probe fiir 15 min bei 95°C wurde die DNA hydrolysiert. Die Proben
wurden anschlieBend auf Eis abgekiihlt, wobei die Proteine gefdllt wurden. Durch einen
Zentrifugationsschritt (14000 Upm, 10 min, 4°C) wurden die Proteine sedimentiert,
anschlieBend dreimal mit 400 pl 5%-iger TCA gewaschen und zum Abschluss in 300 pl
0,2 N NaOH hydrolysiert. Die gebundene Radioaktivitit wurde nach Zugabe von 5 ml
Szintillationsfliissigkeit im Szintillationszéhler bestimmt. Die MGMT-Aktivitit wurde in
fmol/mg Gesamtprotein angegeben.

2.2.20 Immunhistochemie

2.2.20.1 Bereitung der Deckgliser und Zellkultur

Deckgléser (24 x 24 mm) wurden fiir 15 min mit Diethylether gereinigt und anschlieend
5 min in 100%-igem Ethanol, 5 min in 70%-igem Ethanol und S5min in A.bidest
gewaschen. Damit sich Zellen auf der Oberfldche anheften konnen, wurden die Deckgliser
fiir 20 min mit 1 M KCIl aufgeraut und anschlieBend in 70%-igem Ethanol gelagert. In eine
Zellkulturschale (6 cm) wurden je zwei Deckglidser (Doppelansatz) gelegt. Nachdem der
Ethanol vollstindig verdampft war, wurden Zellen in die Schalen ausgesit und
entsprechend behandelt.

2.2.20.2 Markierung mit Antikorpern

Die Fixierung der Zellen erfolgte, nach einem Waschschritt mit PBS, in PBS mit 4%
Formaldehydanteil fiir 15 min bei Raumtemperatur. Nach 3x 5 min Waschen mit PBS
wurden die Zellen mit eiskaltem, reinen Methanol iiberschichtet und 20 min bei -20°C
gelagert. Jedes Deckglas wurde nun in eine eigene Zellkulturschale (2 cm) iiberfiihrt, sofort
mit Blockmedium (PBS, 5% BSA, 0,3% Triton X-100) iiberschichtet und fiir 1 h inkubiert.
Nach Entfernen des Blockmediums wurden 50 pl der Erstantikdrperlosung (1:50 bis
1:1000 in PBS mit 0,3% Triton X-100) auf das Deckglas gegeben und in feuchter
Atmosphire iiber Nacht bei 4°C gelagert. Am ndchsten Tag erfolgten zwei Waschschritte
mit PBS fiir 5 min, ein Waschschritt mit PBS-Aight salt (0,4 M NaCl) fiir 2 min und ein
weiterer Waschschritt mit PBS (0,3% Triton X-100). AnschlieBend wurden 50 pl einer
fluoreszenzgekoppelter Zweitantikorperlosung (1:500 in PBS, 0,3% Triton X-100) auf das
Deckglas gebracht und fiir 90 min in Dunkelheit und bei Raumtemperatur inkubiert. Es
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folgten zwei Waschschritte mit PBS fiir 5 min, ein Waschschritt mit PBS-hight salt (0,4 M
NaCl) fiir 2 min und ein weiterer Waschschritt mit PBS (0,3% Triton X-100).

2.2.20.3 Kernfirbung mit DAPI

Um den Zellkern zu visualisieren, wurden die Zellen zusétzlich mit DAPI geférbt. Die
Zellen wurden dazu, im Anschluss an den letzten Waschschritt der
ZweitantikOrperfarbung, direkt mit 0,5 ml DAPI-Féarbelosung (100 ng/ml DAPI, PBS,
0,1% Tween20) fiir 15 min inkubiert. AnschlieBend erfolgte zweimaliges Waschen mit
PBS (0,1% Tween20).

2.2.20.4 Versiegelung der Proben und Dokumentation

Die Versiegelung der Proben erfolgte mit DABCO (1% DABCO, 90% Glycerin in PBS).
Auf einen Objekttrager wurde fiir die beiden Deckgldser der Doppelansitze je 15 ul
DABCO-L6sung aufgebracht. Die Deckgldser wurden aus dem Waschpuffer des letzten
Waschritts genommen und mit der Seite, auf der sich die Zellen befanden, in die Losung
gelegt. Nach Abtupfen der iiberschiissigen Losung wurden die Ridnder der Deckgliser mit
Nagellack  versiegelt. Die Dokumentation der Zellen erfolgt an einem
Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe einer Digitalkamera und der Software Cell A (Olympus,
Hamburg). Das Auszdhlen von Foci wurde ebenfalls mit der Cell A-Software
vorgenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 Grundparameter der untersuchten Zelllinien

Das verwendete Zellsystem besteht aus verschiedenen Melanomzelllinien. Zum einen aus
den etablierten Zelllinien SK29 (Wolfel et al. 1989) und MeWo, sowie aus der von MeWo
abgeleiteten Zelllinie MeWoF40 (Christmann et al. 2001). Die Zelllinien D03, D05 und
D14 stammen aus metastasierenden Tumoren des malignen Melanoms aus Patienten in
Australien (O'Rourke et al. 2003), die Zelllinie MZ7 aus einem metastasierenden Tumor
eines Patienten aus Mainz (Deutschland) (Lennerz et al. 2005). Zu Beginn der
Untersuchungen wurden die Verdopplungszeit und das Grundniveau an Zelltod in Kultur
gemessen (Tabelle 3-1). Fiir das Feststellen der Verdopplungszeit wurden Ansdtze mit
1 x10° Zellen ausgesit und vier Messpunkte im Abstand von 24 h ausgezihlt. Aus vier
Wiederholungen wurde die Verdopplungszeit ermittelt. Die Zellen der Linie MeWo
verdoppelten sich alle 27 h und waren somit die am schnellst wachsenden Zellen im
untersuchten Zellsystem. Die Zellen der Linie D03 verdoppelten sich mit 40 h am
langsamsten. Die Zelllinien D05, D14, MZ7 und SK29 verdoppelten sich zwischen 32,4 h
bis 34,8 h und wuchsen somit fast gleich schnell. Das Grundniveau an Zelltod in Kultur
wurde durch Bestimmung der SubG1-Fraktion mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die
Zelllinien D05, MZ7 und SK29 hatten mit rund 5-6% das niedrigste Grundniveau und die
Linie D03 mit 15,5% das hochste.

Tabelle 3-1: Verdopplungszeit und Grundniveau an Zelltod in Kultur im untersuchten Zellsystem

Zelllinien Verdopplungszeit (h) Grundniveau an Zelltod in
Kultur (%)
D03 39,94 15,54 +/- 5,73
D05 32,36 5,34 +/- 1,48
D14 34,44 8,77 +/- 3,22
MeWo 27,01 6,67 +/- 2,68
SK29 33,54 5,21 +/- 0,71
Mz7 34,78 5,85 +/- 2,89
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3.2 Untersuchung der alkylierungsinduzierten Zytotoxizitat
im untersuchten Zellsystem

3.2.1 Bestimmung  der  Zytotoxizitdt @ nach  Fotemustin-  und
Temozolomidbehandlung

Das chlorethylierede und ICL-bildende Nitrosoharnstoff-Derivat Fotemustin und das
methylierende Imidazotetrazin-Derivat Temozolmid wirken zytotoxisch und werden als
Mittel erster Wahl bei der Therapie des malignen Melanoms verwendet (Jacquillat et al.
1990; Bleehen et al. 1995; Middleton et al. 2000; Mornex et al. 2003). Um die
Zytotoxizitit dieser beiden Zytostatika auf das verwendete Zellsystem zu untersuchen,
wurden die sechs Melanomzelllinien D03, D05, D14, MeWo, SK29 und MZ7 mit 32 uM
Fotemustin oder 50 uM Temozolomid behandelt und nach unterschiedlichen
Nachbehandlungszeiten geerntet. Die gewéhlte Dosis orientierte sich an Erfahrungen im
Institut fiir Toxikologie, gewonnen an vergleichbaren Zellsystemen. Um den Einfluss des
Reparaturproteins  MGMT auszuschlieBen, wurde das Protein durch einstiindige
Vorinkubation der Zellen mit dem MGMT-Inhibitor O°BG depletiert. Die Bestimmung der
Zytotoxizitdt wurde anhand der SubGl-Fraktion mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
Wie in Abbildung 3-1 gezeigt, filhrte die Behandlung mit beiden Agenzien, Fotemustin
(Abb. 3-1 A) und Temozolomid (Abb. 3-1 B) zur Induktion von Zelltod.
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Abb. 3-1 Zytotoxizitit nach Fotemustin- oder Temozolomidbehandlung in fiinf Melanom-Zelllinien
(A) Die Zelllinien D03, D05, D14, MeWo, SK29 und MZ7 wurden mit 10 pM O°BG und mit 32 pM
Fotemustin inkubiert und zu unterschiedlichen Nachbehandlungszeiten geerntet. Die Zytotoxizitdt wurde
anhand der SubGl-Fraktion mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Es sind die Mittelwerte aus drei
unabhingigen Versuchen dargestellt. (B) Die fiinf Zelllinien wurden mit 10 pM O°BG und mit 50 uM
Temozolomid inkubiert und wie unter (A) beschrieben ausgewertet.

Betrachtet man den Zelltod gemessen 144 h nach Behandlungsbeginn, so reagierten die

Zelllinien D03 und SK29 auf beide Behandlungen mit einer hohen Zytotoxizitdt von 45 bis
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60%. Die Zelllinie D14 reagierte sensitiv auf Fotemustinbehandlung (45% Zelltod), aber
nur méBig auf Gabe von Temozolomid (ca. 25% Zelltod). MeWo zeigte eine miBige
Zytotoxizitdt von 30% Zelltod nach Einwirkung beider Alkylantien, wihrend die Zelllinie
D05 auf beide Behandlungen am resistentesten reagierte (15-20% Zelltod). Ein
Unterschied zwischen den beiden Agenzien bestand im Zeitpunkt der Zelltodinduktion.
Wihrend Zelltod in Fotemustin behandelten Zellen bereits 24 h nach Agensgabe zu
beobachten war, war in den ersten zwei Tagen nach Temozolomidbehandlung in keiner der
Zelllinien Zelltod zu detektieren. Ein zytotoxischer Effekt ist erst nach 72 h nach
Temozolomidgabe zu beobachten. Beide Agenzien wirkten zytotoxisch auf das untersuchte
Zellsystem, wobei Unterschiede in der Sensitivitit der einzelnen Zelllinien zu beobachten
waren. Die Zelllinie MZ7 zeigte im Vergleich zu den anderen fiinf Zelllinien einen
abweichenden Phédnotyp. MZ7-Zellen reagierten mit einer hohen Zytotoxizititsrate auf
Fotemustin (ca. 60% Zelltod nach 144 h). Temozolomid vermochte in dieser Zelllinie
allerdings tiberhaupt keinen Zelltod zu induzieren. Die Zelllinie MZ7 ist somit die einzige
Linie des untersuchten Melanomzellsystems die nur auf eines der beiden Alkylantien

sensitiv reagiert. Sie wurde daher eingehender untersucht (siehe 3.6).

3.2.2 Charakterisierung der alkylierungsinduzierten Zytotoxizitdt nach
Fotemustin- oder Temozolomidbehandlung

Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass das Zellsystem auf die verwendeten
alkylierenden Agenzien mit Zytotoxizitét reagiert, sollte untersucht werden, auf welchem
Weg die Zellen sterben. Dazu wurden die fiinf Zelllinien mit O°BG vorbehandelt und
entweder mit 32 pM Fotemustin oder 50 uM Temozolomid fiir 144 h inkubiert. Um
festzustellen, wie groB3 der jeweilige Anteil an apoptotischen und nekrotischen Zellen in
den Proben ist, wurden die Zellen mit Annexin V / Propidium Jodid doppelt gefarbt und
mittels Durchflusszytometrie analysiert. Annexin V positive Zellen werden als rein
apoptotisch definiert, wiahrend Annexin V / Propidium Jodid doppelt positive Zellen als

nekrotisch bzw. spit apoptotisch beschrieben wurden (Vermes et al. 1995).
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Abb. 3-2 Bestimmung der Apoptose- / Nekrose-Frequenz nach Fotemustinbehandlung

Die Zelllinien wurden mit 10 uM O°BG und mit 32 uM Fotemustin fiir 144 h inkubiert. Die Zellen wurden
fiir die Messung der Apoptose bzw. Nekrose mit Annexin V / Propidium Jodid gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. (A) Reprisentative ,,Density Plots* fiir die fiinf Melanom Zelllinien D03,
D05, D14, MeWo und SK29. (B) Prozentuale Verteilung der apoptotischen gegeniiber der nekrotischen
Fraktion aus zwei unabhingigen Versuchen fiir alle fiinf Zelllinien.

Fiir Fotemustin konnte im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen fiir alle Zelllinien
eine Zunahme der apoptotischen und nekrotischen Population beobachtet werden (Abb.
3-2 A). Fiir Abbildung 3-2 B wurde fiir jede Messung die apoptotische und nekrotische
Population als 100% definiert und daraus der prozentuale Anteil fiir jede der beiden
Populationen ermittelt. Dies wurde fiir zwei unabhingige Versuche durchgefiihrt. Fiir alle
Zelllinien konnte gezeigt werden, dass selbst nach einem sehr spéten
Nachbehandlungszeitpunkt der Anteil der apoptotischen Zellen iiberwog und dies zum Teil
deutlich. Nur in der Zelllinie D14 iiberwog nach Fotemustingabe die apoptotischen
Fraktion mit 60% nur knapp gegeniiber der nekrotischen Fraktion mit 40%. Auch nach
Temozolomidbehandlung zeigten alle fiinf Zelllinien einen Anstieg in der apoptotischen
und nekrotischen Population (Abb. 3-3 A). Das Auftragen der apoptotischen und
nekrotischen Populationen nach prozentualen Anteilen zeigte, dass auch nach
Temozolomidgabe die apoptotische Population in vier von fiinf Zelllinien iiberwog (Abb.
3-3 B). Nach Temozolomidgabe lag D14-Zellen das Verhiltnis zwischen apoptotischer
und nekrotischer Fraktion in bei je 50%. Die Verhéltnisse von apoptotischem und
nekrotischem Anteil in jeder Zelllinie liegen, wenn man Fotemustin- und
Temozolomidbehandlung vergleicht, auf dhnlichem Niveau. Fiir beide Agenzien scheint

der Zelltod tiberwiegend durch Apoptose vermittelt zu werden.
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Abb. 3-3 Bestimmung der Apoptose- / Nekrose-Frequenz nach Temozolomidbehandlung

Die Zelllinien wurden mit 10 pM O°BG und mit 50 uM Temozolomid fiir 144 h inkubiert. Die Zellen
wurden fiir die Messung der Apoptose bzw. Nekrose mit Annexin V / Propidium Jodid gefarbt und mittels
Durchflusszytometrie analysiert. (A) Représentative ,,Density Plots* fiir die fiinf Melanom Zelllinien D03,
D05, D14, MeWo und SK29. (B) Prozentuale Verteilung der apoptotischen gegeniiber der nekrotischen
Fraktion aus zwei unabhéngigen Versuchen fiir alle fiinf Zelllinien.

3.2.3 Untersuchungen der alkylierungsinduzierten Apoptose nach
Fotemustin- oder Temozolomidbehandlung

Um die Daten der Annexin V / Propidium Jodid-Messung zu bestétigen, wurden weitere
Parameter des apoptotischen Zelltodes betrachtet. Als Indikator des apoptotischen
Zelltodes sollte die Aktivierung der Effektorcaspasen-3 und -7 untersucht werden, sowie
die Spaltung von PARP-1, einem bekannten Substrat der Caspase-3 und Caspase-7 (Cohen
1997), sowie der Initiatorcaspase-9 (Duan et al. 1996). Caspaseaktivitit wurde iliber die
Detektion von Spaltprodukten der Caspasen nachgewiesen, die im Zuge ihrer Aktivierung
entstehen. Dafiir wurden Zellen der Linien D03, D05, D14, MeWo und SK29 mit 10 uM
O°BG eine Stunde vorbehandelt und mit 32 pM Fotemustin inkubiert und nach
unterschiedlichen Nachbehandlungszeiten fiir Western-Blot-Analysen aufbereitet. Alle
Ansitze wurden parallel durchgefiihrt und die Filme des Western-Blots unter identischen
Bedingungen belichtet. Fiir die drei sensitiven Zelllinien D03, D14 und SK29 konnte in
den ersten beiden Tagen nach Behandlung eine starke Anreicherung von Spaltprodukten
der Caspase-3 und Caspase-7 detektiert werden (Abb. 3-4). Auch die Anreicherung des
PARP-1 Spaltproduktes ist fiir diese drei Zelllinien nachzuweisen. Fiir die resistenteren
Zelllinien D05 und MeWo konnten fiir die gewdéhlten Expositionszeit des Films keine

Spaltprodukte der Caspasen detektiert werden, wohl aber eine leichte Anreicherung des
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PARP-1 Spaltproduktes ab 24 h nach Behandlung in der Zelllinie D05 und eine starke
Anreicherung des PARP-1 Spaltproduktes 120 h nach Behandlung in der Zelllinie MeWo

(Abb 3-4).
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Abb. 3-4 Untersuchung der Caspasenaktivierung und PARP-1 Spaltung nach Fotemustinexposition
Die Zelllinien D03, D05, D14, MeWo und SK29 wurden mit 10 uM 0O°BG und mit 32 pM Fotemustin
behandelt und zu unterschiedlichen Nachbehandlungszeiten zu zytosolischen Extrakten und Kernextrakten
aufbereitet. Mittels Western-Blot-Analyse wurden die Spaltprodukte der Caspase-3 (pl7 und pl9) und
Caspase-7 (p20) in der zytosolischen Fraktion durch spezifische Antikorper detektiert. PARP-1 und dessen
Spaltprodukt wurde in Kernextrakten mittels spezifischer Antikorper nachgewiesen. Als Ladekontrollen
diente anti-Erk?2 fiir zytosolische Extrakte und anti-PCNA fiir Kernextrakte.

Fiir die Untersuchung derselben Parameter nach Temozolomidbehandlung wurden die fiinf
Zelllinien mit 10 uM O°BG vorinkubiert und mit 100 uM Temozolomid behandelt. 120 h
nach Behandlung wurden die Zellen fiir Western-Blot-Analyse aufbereitet und eingesetzt.
Alle Ansitze wurden parallel durchgefiihrt und die Filme des Western-Blots gemeinsam
belichtet. In Abbildung 3-5 war fiir die drei sensitiven Zelllinien D03, D14 und SK29
ebenfalls eine klare Anreicherung von Spaltprodukten der Caspase-3, Caspase-7 und
PARP-1 zu detektieren. Temozolomidbehandlung fiihrte auch in der Linie D05 zu einer
leichten Spaltung von Caspase-3 und Caspase-7, sowie zur Spaltung von PARP-1. Fiir die
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gewihlte Expositionszeit konnte fiir die Linie MeWo kein Spaltprodukt der beiden

Caspasen detektiert werden, auch eine PARP-1 Spaltung war nicht zu erkennen.
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Abb. 3-5 Untersuchung der Caspasenaktivierung und PARP-1 Spaltung nach Temozolomidexposition
Die Zelllinien D03, D05, D14, MeWo und SK29 wurden mit 10 pM O°BG und mit 100 uM Temozolomid
behandelt und 120 h nach Behandlung zu zytosolischen Extrakten und Kernextrakten aufbereitet. Mittels
Western-Blot-Analyse wurden die Spaltprodukte der Caspase-3 (p17 und p19) und Caspase-7 (p20) in der
zytosolischen Fraktion durch spezifische Antikorper detektiert. PARP-1 und dessen Spaltprodukt wurde in
Kernextrakten mittels spezifischen Antikdrpern nachgewiesen. Als Ladekontrolle diente anti-Erk?2.

3.3 Bedeutung der Alkylierungen an der Position 0° der
Base Guanin fiir die Apoptoseinduktion durch Fotemustin
und Temozolomid

Beide Agenzien, Fotemustin und Temozolomid, alkylieren die DNA. Die von der
Stoftklasse ~der CENU-Derivate (zu dem Fotemustin gehdrt) verursachten
Chlorethylierungen in der DNA erfolgen in ca. 2-5% an der O° Position des Guanins (Inga
et al. 1999). In einer zweiten, unabhiingigen Reaktion bildet sich aus diesem O°CIEtG ein
G-C Interstrand Crosslink (Tong et al. 1982; Ludlum 1990). Temozolomid methyliert die
O° Position des Guanins mit einem Anteil von ca. 5% der verursachten DNA-
Methylierungen (Newlands et al. 1997). O%-Alkylguanine sind als hoch toxische Lésionen
beschrieben. Sie werden spezifisch von dem Reparaturenzym MGMT entfernt (Kaina et al.
2004). Im folgenden Versuchsabschnitt sollte untersucht werden, welche Bedeutung die
Alkylierungen des O°%Guanins fiir die Zytotoxizitit nach Fotemustin- oder
Temozolomidbehandlung im untersuchten Zellsystem besitzt und welche Rolle MGMT in

diesem Zusammenhang als Resistenzfaktor einnimmt.
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Ergebnisse

3.3.1 Bestimmung der MGMT-Enzymaktivitat im untersuchten Zellsystem

Mit Hilfe des MGMT-Tests wurde fir die Zelllinien D03, D05, D14, MZ7 und SK29 die
Aktivitdt des MGMT-Reparaturproteins ermittelt. Die Daten fiir die Zelllinien MeWo und
MeWoF40 stammen aus bereits durchgefiihrten Versuchen im Institut. MeWoF40 wurde
durch chronische Behandlung mit Fotemustin aus der Zelllinie MeWo gewonnen und
verfiigt liber eine iiberdurchschnittlich hohe MGMT-Aktivitdt (Christmann et al. 2001).
Die MGMT-Aktivitét liegt bei fiinf von sieben Zelllinien zwischen 0 und 12 fmol/mg
Gesamtprotein (Abb. 3-6). Die Zelllinie D05 besitzt mit 120 fmol/mg eine moderate
MGMT-Aktivitit und nur die Linie MeWoF40 verfiigt mit tiber 1100 fmol/mg Protein iiber
eine sehr hohe MGMT-Aktivitit.

- *
1200 Abb. 3-6 MGMT-AKktivititsbestimmung

g 10007 Aus Zellen der Linien D03, D05, D14, MZ7 und
Eg 800+ SK29 wurden Gesamtzellextrakte bereitet und
EE 600- mit radioaktiv markierter, methylierter DNA
z= 400- inkubiert. Die MGMT-Aktivitdt wurde aus dem
= Anteil des radioaktiv markierten Proteins pro mg
200+ Gesamtprotein ermittelt. Durch * gekenn-
0 [ * zeichnete Messungen stammen aus bereits
S & %439 \gﬁ\\&é@ o“@ publizierten Daten von Prof. Kaina (Christmann

& etal. 2001).

3.3.2 Einfluss von MGMT auf die Apoptoseinduktion durch Fotemustin und
Temozolomid

Um zu untersuchen, ob MGMT fdhig ist, die zytotoxischen Effekte von Fotemustin und
Temozolomid zu beeinflussen, wurden MGMT positive Zellen mit dem MGMT-Inhibitor
O°BG behandelt. O°BG ist ein Pseudosubstrat fir MGMT, indem es dem Enzym eine
geeignete Benzylgruppe anbietet. Durch Ubertragung selbiger wird das MGMT-Enzym
inaktiviert und depletiert. Es wurden Versuchsreihen von MeWoF40-Zellen mit 10 uM
O°BG inkubiert und mit Versuchsreihen ohne O°BG-Inkubation (L3sungsmittelkontrollen)
v