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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das metastasierende maligne Melanom ist durch eine geringe p53-Mutations-Rate
und eine hohe Resistenz gegentiber Chemotherapie mit alkylierenden Agenzien wie
Fotemustin (FM) und Temozolomid (TMZ) gekennzeichnet. In der vorliegenden
Arbeit wurde die Rolle von p53 in der Resistenz von malignen Melanomzellen
gegenuber FM untersucht und Mdglichkeiten zur Sensitivierung von Melanomzellen
gegenuber TMZ und FM aufgezeigt.

Ausgangspunkt war die Beobachtung, dass p53 Wildtyp (p53wt) Melanomzellen
resistenter gegeniber FM sind als p53 mutierte (p53mt) Zellen. In der vorliegenden
Arbeit wurde gezeigt, dass eine FM-Behandlung in p53wt Zellen eine Stabilisierung
von p53 und eine Induktion des p53-Zielproteins p21 bewirkte. Mithilfe einer p53wt
Zelllinie, welche einen p53 Knockdown tragt, konnte gezeigt werden, dass p53 fir
die geringe Apoptose-Rate nach FM-Behandlung verantwortlich ist. Eine
Untersuchung der Interstrang-Crosslink (ICL)-Reparaturkapazitat zeigte, dass
p53mt Zellen im Gegensatz zu p53wt Zellen nicht in der Lage sind, FM-induzierte
ICL zu reparieren. Dies ging mit einer im Vergleich zu p53wt Zellen starken DNA-
Schadensantwort einher. Die Gene fur die Proteine DDB2 und XPC wurden als
durch FM regulierte DNA-Reparatur-Gene identifiziert, deren Induktion p53-
abhéangig und lang anhaltend (bis zu 144 h) erfolgt. Da XPC Knockdown-Zellen
sensitiver als ihre Kontrollzellen gegeniber FM reagierten, konnte die biologische
Relevanz von XPC bei der ICL-Reparatur bestatigt werden. Anhand von Xenograft-
Tumoren wurde gezeigt, dass FM auch in situ eine Induktion von DDB2 und XPC
auslost. Die Beobachtung, dass DNA-Reparatur-Gene nach FM-Behandlung
hochreguliert werden, liefert eine Erklarung fur das schlechte Ansprechen von
Melanomen auf eine Therapie mit ICL-induzierenden Chemotherapeutika.

Des Weiteren befasste sich die vorliegende Arbeit mit Mdoglichkeiten zur
Sensitivierung von Melanomzellen gegeniber den Chemotherapeutika TMZ und
FM. In diesem Zusammenhang wurde Valproinsdure (VPA), ein in der Epilepsie-
Therapie verwendetes Medikament und Histondesacetylase (HDAC)-Hemmer,
beziglich der chemosensitivierenden Wirkung untersucht. Zunachst konnte der in
der Literatur haufig beschriebene stabilisierende Effekt von VPA auf ,wildtypisches”
p53-Protein und destabilisierende Effekt auf mutiertes p53-Protein bestétigt werden.
Zwei der vier untersuchten Zelllinien konnten mithilfe von VPA gegeniiber TMZ
sensitiviert werden, wahrend nur eine der vier untersuchten Zelllinien gegeniiber FM

sensitiviert werden konnte. VPA beglnstigt die Induktion von Apoptose, wéhrend
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der Effekt auf die Induktion von Nekrose nur gering ausfiel. Eine Wirkung von VPA
auf die Aktivitait des Resistenz-vermittelnden Enzyms O°-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase (MGMT) wurde nicht beobachtet. Zudem wurde ausgeschlossen,
dass die Sensitivierung gegentber TMZ und FM, welche S-Phase abhangige
Gentoxine sind, auf einer VPA-induzierten Erhéhung der Proliferation beruht.
Mithilfe einer Zelllinie, welche stabil dominant-negatives FADD (Fas-associated
death domain) exprimiert, konnten keine Hinweise auf eine Beteiligung des
extrinsischen Apoptose-Signalwegs an der VPA-vermittelten Sensitivierung
gewonnen werden. Gleichzeitig wurde gezeigt, dass VPA keine Induktion der niedrig
exprimierten Procaspase-8 verursachte. Mithilfe eines PCR-Arrays wurden
transaktivierende und -reprimierende Effekte von VPA auf die Genexpression
gezeigt, wobei das proapoptotische Protein BAX (Breakpoint cluster-2-associated x
protein) als ein in der Sensitivierung involviertes Kandidatengen identifiziert wurde.
Obwohl eine vollstandige Aufklarung der dem Sensitivierungseffekt von VPA zu
Grunde liegenden Mechanismen nicht erbracht werden konnte, zeigen die in dieser
Arbeit erlangten Beobachtungen einen vielversprechenden Weg zur Uberwindung

der Resistenz von Melanomzellen gegeniiber DNA-alkylierenden Zytostatika auf.
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2 Einleitung

2.1 Das maligne Melanom der Haut

Das maligne Melanom, auch schwarzer Hautkrebs genannt, ist eine Neoplasie der
Melanozyten, die in der Kutis auftritt und damit zu den Hautkrebserkrankungen
zahlt. Diese Hautkrebserkrankung ist durch steigende Inzidenz, hohe
Chemoresistenz und friihe Metastasierung gekennzeichnet.

Die Inzidenz des kutanen malignen Melanoms hat besonders bei der weil3en,
sonnenlichtexponierten Bevodlkerung stark zugenommen. Die Zunahme der
Erkrankungsfélle hat sich in den letzten Jahrzehnten weltweit vervielfacht, wobei
hier - im Gegensatz zu anderen soliden Krebserkrankungen - relativ haufig junge
Menschen und Menschen mittleren Alters betroffen sind (Markovic et al., 20074a;
Tsao et al.,, 2004). Laut Robert-Koch-Institut erkrankten in Deutschland im Jahr
2006 knapp 16.000 Menschen am malignen Melanom; die Zahl der jahrlichen
Neuerkrankungen stieg im Vergleich zu 1980 auf das Vierfache (Krebs in
Deutschland 2005/06. Robert-Koch Institut, 2010).

Charakteristisch fir das Melanom sind die guten Heilungschancen bei chirurgischer
Entfernung des Primartumors. Demgegenlber steht das haufig auch in der
Terminologie abgegrenzte metastasierende maligne Melanom, welches durch hohe
Aggressivitdt und eine &ullerst schlechte Prognose fir den Patienten
gekennzeichnet ist. Je nach Lokalisation der Fernmetastasen lberleben nur 3 —
15% der Patienten die folgenden 10 Jahre (Balch et al., 2009). Die mediane
Uberlebenszeit betragt trotz Chemotherapie nur etwa 6 Monate (Balch et al., 2001;
Li and McClay, 2002).

2.1.1 Haupttypen von Melanomen

Melanome kénnen aus Melanozyten der Uvea, Retina, Leptomeningen und der
Mukosa der Mundhdhle und des Magen-Darm-Trakts hervorgehen, jedoch Uber
90% aller Melanome entstehen in der Haut. Hier hat sich die Einteilung in vier
Haupttypen etabliert:

1) Superfiziell spreitendes Melanom (ca. 55%)
2) Nodulares Melanom (ca. 22%)

3) Lentigo-maligna-Melanom (ca. 10%)

4) Akrolentigindses Melanom (ca. 5%).
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2.1.2 Stadieneinteilung

Patienten mit malignem Melanom werden in 5 verschiedene Stadien eingeteilt, die
anhand des TNM (Tumor-Nodulae-Metastasen)-Systems genauer klassifiziert und
auf deren Grundlage Therapie und Prognose festgelegt werden. Fir Melanome
reprasentiert die Stadieneinteilung folgende Merkmale (Balch et al., 2009):

Die Klassen T1 bis T4 beschreiben die Tumordicke von < 1 mm bis > 4 mm, wobei
die Buchstaben a oder b das Auftreten (a) bzw. (b) Fehlen von Ulzerationen
indizieren. Die Klassen NO bis N3 beschreiben das Vorhandensein von lokalen
Lymphknotenmetastasen, wobei im Falle von NO keine, im Stadium N3 mindestens
4 Lymphknotenmetastasen vorhanden sind. Die Anhéngsel a, b oder ¢ stehen
stellvertretend fur gefundene Mikrometastasen ((a), entdeckt durch Biopsie) oder
Makrometastasen ((b), klinisch detektierbar) oder Satelliten- und in-Transit-
Metastasen ((c), bis 2 cm vom Primartumor entfernt bzw. (sub-)kutane Metastasen

bis zum ersten Lymphknotenstadium).

Stadium T N M 10-JUR (%)
0 Tis NO MO ca. 100
A Tla NO MO 88 -95
B Tlb, T2a NO MO 79 - 83
A T2b, T3a NO MO 63 — 64
1B T3b, T4a NO MO 50 — 54
lc T4b NO MO 32
A Tla- T4a Nla, N2a MO 57 - 63
jedes T oder Nla, N2a 36— 38
B MO
T1lb - T4b N1b, N2b, N2c 39 -47
T1lb - T4b N1b, N2b 15-24
lnc MO
jedes T N3 18
Mla 15
\% jedes T jedes N M1b 3
Mlc

Tab. 1: Stadieneinteilung des malignen Melanoms und 10-Jahres-Uberlebensraten (10-
JUR).
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Die Klassen MO, Mla, Mlb und Mlc beschreiben das Vorkommen von
hamatogenen Fernmetastasen: Im Falle von MO konnten keine Fernmetastasen
entdeckt werden, Ml1a beschreibt den Nachweis von fernen Haut-, Subkutan oder
Lymphknotenmetastasen, M1b von Lungenmetastasen, M1c von viszeralen und
Fernmetastasen aller anderen Arten. Sobald hamatogene Fernmetastasen
diagnostiziert wurden, betragt die 10-Jahres-Uberlebensrate trotz Therapie maximal
5%.

2.1.3 Therapie

Die Therapie des malignen Melanoms richtet sich nach dem Schweregrad der

Erkrankung bzw. dem Stadium, in das der Patient eingeteilt wurde.

2.1.3.1 Chirurgische Therapie

Der Primartumor selbst sowie gut zugangliche Haut-Metastasen werden durch
Totalexzision entfernt, wobei — je nach Dicke des Primartumors- das umliegende
Gewebe bis zu einem Radius von 2 cm vorsorglich mitentfernt wird (Balch et al.,
2009; Skalicky et al., 2008).

2.1.3.2 Adjuvante Therapie mit Interferonen

Bei Patienten ohne Lymphknoten- und Organmetastasen wird nach Entfernung des
Primartumors eine systemische Therapie mit Interferon-a (IFN-a) eingeleitet. Hohe
Dosen  von Interferon-a  konnten in  verschiedenen  Studien die
Gesamtlberlebenszeit und/oder das rezidivireie Intervall erhdhen. Dies wurde
allerdings von starken Nebenwirkungen begleitet (Creagan et al., 1995; Kirkwood et
al., 2000; Kirkwood et al., 2004; Kirkwood et al., 1996). Die Verabreichung von
niedrigeren Dosen ging allerdings mit einer Reduktion der Effektivitat der Interferon-
a-Therapie einher und ein positiver Einfluss auf das Gesamtiberleben von
Patienten mit Metastasen konnte gar nicht beobachtet werden (Eggermont et al.,
2005; Grob et al., 1998; Hansson et al., 2011; Hauschild et al., 2003; Kirkwood et
al., 2000; Kleeberg et al., 2004; Pehamberger et al., 1998; Rusciani et al., 1997).
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2.1.3.3 Radiotherapie

Eine Radiotherapie des malignen Melanoms wird vor allem bei der Therapie des
Lentigo-maligna-Melanoms und des Uveamelanoms durchgefiihrt (Markovic et al.,
2007b). Zur Erzielung palliativer Effekte werden Knochenmetastasen und

chirurgisch schlecht zu entfernende Tumore bestrahlt (Shuff et al., 2010).

2.1.3.4 Chemotherapie

Sobald Metastasen oder inoperable Rezidivtumoren aufgetreten sind, ist eine
Chemotherapie des Patienten indiziert. Da die Ansprechrate der Tumore generell
sehr schlecht ist, hat sich bisher kein einheitliches Chemotherapie-Schema
durchgesetzt. So kann sie entweder als Mono- oder als Polychemotherapie
erfolgen. Beispiele fir Polychemotherapien sind das BOLD (Bleomycin, Vincristin,
Lomustin und Dacarbazin)- und das DVP- (Dacarbazin, Vindesin und Cisplatin)-
Schema. Zur Monotherapie werden haufig DNA-alkylierende Agenzien eingesetzt,
bei denen man zwischen methylierenden und chlorethylierenden Agenzien
unterscheidet. Das Medikament erster Wahl bei der Chemotherapie von Melanomen
ist das methylierende Agenz Dacarbazin (DTIC). Allerdings liegt die Ansprechrate je
nach Studie bei nur ca. 12 - 20% und die durchschnittliche Uberlebenszeit bei etwa
6,4 Monaten (Li and McClay, 2002; Middleton et al., 2000; Quirt et al., 2007). Das
neuartige methylierende Agenz Temozolomid (TMZ) hat einige Vorteile gegentber
DTIC und wird daher zunehmend eingesetzt. Es ist oral verabreichbar, benétigt
keine metabolische Aktivierung und ist aufgrund seiner Liquorgangigkeit auch fir die
Behandlung von Hirnmetastasen geeignet (Newlands et al., 1997; Ostermann et al.,
2004). TMZ erreicht vergleichbare Ansprechraten und Uberlebensdauern wie DTIC
(Bleehen et al., 1995; Kaufmann et al., 2005; Middleton et al., 2000; Newlands et al.,
1992; Quirt et al., 2007). Das chlorethylierende Agenz Fotemustin (FM) gehort zur
Gruppe der Nitrosoharnstoff-Derivate und wird ebenfalls zur (Mono)-Therapie des
malignen Melanoms, besonders des Uveamelanoms und dessen Lebermetastasen,
verwendet (Khayat et al., 1991, Li and McClay, 2002; Schuster et al., 2010; Voelter
et al., 2008). Es ist mit einer Ansprechrate von 20 — 25% das in Melanomen aktivste
Nitrosoharnstoff-Derivat (Jacquillat et al., 1990). Aufgrund seiner Liquorgangigkeit
ist es auch zur Behandlung von Hirnmetastasen geeignet (Khayat et al., 1992;
Khayat et al., 1994; Mornex et al., 2003; Mouawad et al., 2010).

Um das Ansprechen der Patienten auf die Alkylanzien zu verbessern, kann eine

kombinierte Chemoimmuntherapie durchgefuhrt werden, die allerdings auch mit
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starkerer Toxizitat fir den Patienten einhergeht. Hierbei werden oben genannte
Chemotherapeutika mit Zytokinen wie IFN-a und Interleukin-2 (IL-2) kombiniert
(Atkins, 1997; Buzaid and Legha, 1994; Eton et al., 2002; Hauschild et al., 2008;
Kaufmann et al., 2005; Legha et al., 1996; Legha et al., 1998; Legha et al., 1997;
Quirt et al., 2007).

2.1.3.5 Zielgerichtete Therapie

Vemurafenib ist ein potenter, im Jahr 2011 von der FDA zugelassener BRAF (v-raf
murine sarcoma viral oncogene homolog B1)-Inhibitor, welcher nur die mutierte
BRAFV600E-Form angreift (Bollag et al., 2010) und daher selektiv auf Tumorzellen
wirkt (Bollag et al., 2010; Joseph et al., 2010; Tsai et al., 2008). Durch Inhibition
dieser konstitutiv aktiven BRAF-Form wird die proproliferative ERK (Extracellular
signal-regulated kinase)-Signalkaskade unterbrochen und somit die Zellproliferation
gehemmt (Joseph et al.,, 2010). Vemurafenib wird nur zusammen mit einem
diagnostischen, Polymerasekettenreaktion (PCR)-basierten Test angewendet,
welcher die V600E-Mutation spezifisch nachweist. Die Zulassung von Vemurafenib
zur Therapie des metastasierenden malignen Melanoms ist daher ein bedeutender
Schritt auf dem Weg zu einer personalisierten, zielgerichteten Krebstherapie.

Die Zulassung erfolgte nach erfolgreichem Abschluss einer internationalen
klinischen Studie, welche 675 Patienten mit metastasierendem malignen Melanom
einschloss (Chapman et al.,, 2011). Voraussetzung zur Teilnahme an der Studie
war, dass der Patient noch nicht behandelt wurde und dass die Tumore die
BRAFV600E-Mutation aufwiesen. Vemurafenib senkte die Sterberate im Vergleich
mit der Dacarbazin-behandelten Gruppe um 63%. In der Vemurafenib-Gruppe
erlitten 74% weniger Patienten ein Fortschreiten der Erkrankung im Vergleich mit
der Dacarbazin-Gruppe. Die Ansprechrate der Vemurafenib-Gruppe lag bei 48,4%,
wohingegen sie im Falle der Dacarbazin-Gruppe nur 5,5% betrug. Die
Nebenwirkungen waren sehr mild und umfassten Gelenksschmerzen,
Plattenzellkarzinome der Haut, Photosensitivitat, Hautausschlag und eine Erhéhung

der Leberwerte.

2.1.4 Risikofaktoren

In der Literatur werden verschiedene Risikofaktoren fir die Entstehung und die

starke Erhohung der Neuerkrankungsraten des malignen Melanoms diskutiert.
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Hierbei spielen sowohl Umweltfaktoren als auch genetische Faktoren eine Rolle. Im
Folgenden wird nur auf evidenzgesicherte Risikofaktoren eingegangen.

Die Anzahl, Morphologie, Lokalisation und Gréf3e von so genannten benignen Néavi -
kongenitale oder erworbene Akkumulationen von Melanozyten oder Navuszellen -
korreliert stark mit der Wahrscheinlichkeit, an schwarzem Hautkrebs zu erkranken
(Garbe et al., 1994; Holly et al., 1987; Watt et al., 2004).

Ein bedeutender Risikofaktor, der zur Erhéhung der Melanominzidenz beitréagt, ist
die Exposition der Haut gegenuber Sonnenlicht. Hierbei kommt den in der Kindheit
erlittenen Sonnenbranden eine besondere Bedeutung zu (Elwood and Jopson,
1997; Markovic et al., 2007a; Veierod et al., 2003). Vor allem durch die Verdiinnung
der Ozonschicht und ein verandertes Freizeitverhalten (Schonheitsideal gebraunte
Haut, Fernreisen) gewinnt dieser Risikofaktor mehr und mehr an Bedeutung. In
diesem Zusammenhang sind Menschen mit hellem Hauttyp, blauen oder griinen
Augen und blonden oder roten Haaren besonders betroffen (Duffy et al., 2004;
Markovic et al., 2007a). Ein in diesem Kontext fir die Melanogenese bedeutender
Polymorphismus mit niedriger Penetranz findet sich im MC1R (Melanocortin 1
receptor)-Gen, welches fir den Melanokortin-Rezeptor kodiert und die Synthese von
Melanin induziert. Hier konnte gezeigt werden, dass so genannte ,R“-Allele, welche
fir den RHC (red hair colour)-Phanotyp verantwortlich sind, Risikofaktoren fir die
Erkrankung an einem Melanom darstellen (Duffy et al., 2004).

Die Gene ASIP (Agouti signaling protein), TYR (Tyrosinase) und TYRP1
(Tyrosinase related protein 1) spielen ebenfalls eine Rolle in der Pigmentierung von
Haut, Augen und Haaren und wurden in einer islandischen Studie ebenfalls als
Kandidatengene fir die Melanom-Suszeptibilitdt entdeckt (Gudbjartsson et al.,
2008).

Des Weiteren haben immunsupprimierte Patienten ein hdheres Risiko, ein malignes
Melanom zu entwickeln. Hierzu gehoren Personen mit Organtransplantaten, AIDS
(Acquired immunodeficiency syndrome) und Leukamien (Euvrard et al., 2003;
Euvrard et al., 2004; Hollenbeak et al., 2005; Markovic et al., 2007a; Smith et al.,
1993).

2.1.5 Genetische und epigenetische Merkmale des mal ignen
Melanoms

Heutzutage sind einige charakteristische genetische und epigenetische

Verédnderungen des malignen Melanoms bekannt. Diese konnen sowohl hereditar
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(ca. 10%) als auch im Laufe des Lebens erworben worden sein (Meyer and Zone,
1994). Die hiervon betroffenen Gene Ubernehmen wichtige Funktionen bei der

Regulation des Zellzyklus und der Induktion von Seneszenz und Apoptose.

2.1.5.1 Aufhebung der Seneszenz-Induktion und Férde  rung der G1-S-
Transition

Beim familidaren malignen Melanom zéhlt das p53-Zielgen CDKN2A (Cyclin
dependent kinase inhibitor 2A) zu den Suszeptibilititsgenen mit hoher Penetranz.
So wurde in einer grol3 angelegten Studie in 40% der Familien, deren Mitglieder
Uberdurchschnittlich oft an malignem Melanom erkranken, eine CDKN2A-Mutation
gefunden (Goldstein et al., 2006). Zudem wurden im Laufe des Lebens erworbene
Verédnderungen dieses Gens beobachtet. In den meisten Fallen ist dieses Gen
durch Deletion, Funktionsverlust-Mutation oder Promoter-Hypermethylierung
inaktiviert (Alonso et al., 2004; Bennett, 2008; Dahl and Guldberg, 2007; Ghiorzo et
al., 2004; Hayward, 2003). Es kodiert die Zellzyklus-regulierenden Proteine p16™**
(p16 inhibitor of kinase 4A) und p14""" (p14 alternative reading frame), wobei in
Melanomen die p16™**“*-kodierende Region haufiger betroffen ist. p16™“** ist ein
wichtiger Inhibitor von Cyclin D-CDK4/6-Komplexen und damit an der Induktion von
Seneszenz beteiligt. Eine verstarkte Aktivitat der Cyclin D-CDK4/6-Komplexe fihrt
zur Phosphorylierung des Tumorsuppressors RB und bewirkt damit eine
Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F. Dies resultiert in einer Induktion von
early response genes, welche die G1-S-Transition induzieren (Point of no return).

Die Keimzell-Mutation des CDK4-Gens gehort ebenfalls zu den hochpenetranten
Suszeptibilitatsfaktoren (Zuo et al., 1996), und auch hier wurden haufig somatische
Mutationen in Form von Gen-Amplifikationen oder Punktmutationen nachgewiesen.
Sie fihren zu einer verringerten Bindung der Kinase an ihren Inhibitor p16™A,
Beides resultiert Uber ahnliche Mechanismen wie im Falle der CDKN2A-Mutation

zum Verlust der Kontrolle tber die G1-S-Transition.

2.1.5.2 Stimulation von Wachstumsfaktor-Signalwegen

Zu den Genen, die haufig im Laufe des Lebens (epi-)genetische Veranderungen
erfahren und mit der Melanomentstehung assoziiert sind, gehdren beispielsweise
die Onkogene BRAF, NRAS (Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog),
und KIT (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog) (Hocker

et al., 2008; Zaidi et al., 2008). Mutationen dieser Gene flhren zu einer Aktivierung
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des MAPK (Mitogen activated protein kinase)-Signalwegs und férdern damit die
Proliferation und das Uberleben der Zellen (Platz et al., 2008; Wan et al., 2004;
Wellbrock et al., 2004). Die somatische V600E Mutation von BRAF wurde in 60 -
70% aller Melanome gefunden. Jedoch wurde diese Mutation auch haufig in
benignen Navi nachgewiesen: verschiedene Arbeiten zeigten, dass die Mutation von
BRAF allein keinen transformierenden Charakter hat (Pollock et al., 2003; Yazdi et
al., 2003).

Die GTPase (Guanosintriphosphat-spaltende Hydrolase) NRAS weist in Melanomen
haufig eine Funktionsgewinnmutation auf, welche ebenfalls zu einer
Hyperaktivierung der MAPK-Signaltransduktion fiihrt.

Die Rezeptor-Tyrosin-Kinase KIT steht am Anfang der MAPK-Signalkaskade und
spielt eine entscheidende Rolle fur das Uberleben von Melanozyten. Vor allem in
Melanomen der Mukosa und akrolentiginésen Melanomen wurden aktivierende
Punktmutationen und Amplifikationen des Gens nachgewiesen (Beadling et al.,
2008; Curtin et al., 2006; Pollock et al., 2003).

2.1.5.3 Deregulation der Apoptose

Beispiele fur in der Melanom-Entwicklung bedeutende Gene, die durch Promotor-
Methylierung und Hypoacetylierung von Histon-Proteinen stillgelegt werden
(epigenetic silencing), sind die Gene fiur BAX (Bcl-2 associated x protein), BAK
(Bcl2-antagonist/killer), BID (BH3 interacting domain death agonist), PTEN
(Phosphatase and tensin homolog), APAF1 (Apoptotic protease-activating factor 1)
und Caspase-8 (Bandyopadhyay et al., 2004; Gillespie et al., 2006; Kurbanov et al.,
2007; Soengas et al., 2001; Zhang et al., 2003a, 20044a).

BAX und BAK sind p53-Zielgene, proapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie und
kooperieren bei der Permeabilisierung der duReren Mitochondrienmembran (Green
and Kroemer, 2004) (s. auch 2.5.1.2). Bei Aktivierung des extrinsischen Apoptose-
Signhalwegs erfolgt die Spaltung von BID, welches nun als Verbindungsglied fungiert
und den mitochondrialen Apoptose-Signalweg aktiviert (Green and Kroemer, 2004).
APAF-1 ist ebenfalls ein proapoptotisches Protein und p53-Zielgen (s. 2.5.1.2).
APAF-1 ist eine Schlisselkomponente bei der Apoptosombildung und damit bei der
Aktivierung der Caspase-9 (Green and Kroemer, 2004).

Die Caspase-8 ist eine Initiator-Caspase des Rezeptor-Apoptose-Signalwegs und
somit fur die Aktivierung der Effektor-Caspasen verantwortlich (Muzio et al., 1996)
(s. 2.5.1.1). Eine epigenetische Stillegung dieser Gene geht mit verminderter

Anfalligkeit gegeniiber Apoptose einher und beginstigt damit die Tumorentstehung.

10
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Die Phosphatase PTEN inhibiert AKT, eine Kinase, welche fir die Transduktion von
Wachstums- und Uberlebenssignalen verantwortlich ist (Cantley and Neel, 1999;
Kandel and Hay, 1999). Die epigenetische Stilllegung von PTEN verstarkt die AKT-

Signaltransduktion und wirkt sich daher auch positiv auf die Onkogenese aus.

2.1.5.4 Geringe Mutationsfrequenz des Tumorsuppress  ors p53in
Melanomen

Eines der bedeutendsten Tumorsuppressorgene ist das Gen TP53, welches fir den
Transkriptionsfaktor p53 kodiert. p53 spielt bei der zellularen Antwort auf DNA-
Schaden eine zentrale Rolle und wird daher auch als ,Wéachter des Genoms"
bezeichnet. p53-Zielgene kodieren Schliusselproteine der Apoptose, der DNA-
Reparatur und des Zellzyklusarrests (Michalak et al., 2005; Rozan and El-Deiry,
2007). Zudem greift p53 auch transkriptionsunabhangig durch Protein-Protein-
Interaktionen in die Induktion der Apoptose und in die DNA-Reparatur ein (Chipuk
and Green, 2006; Sengupta and Harris, 2005; Yee and Vousden, 2005).

Aufgrund seiner bedeutenden Rolle als Tumorsuppressor ist p53 in 50% - 60% aller
menschlichen Neoplasien mutiert (Bourdon, 2007; Toledo and Wahl, 2006; Vousden
and Lane, 2007). In malignen Melanomen jedoch ist p53 bemerkenswerterweise mit
einer Frequenz von nur 0 — 25% mutiert (Bennett, 2008; Hocker and Tsao, 2007;
Lubbe et al., 1994; Papp et al., 1996; Straume and Akslen, 1997). Zudem wird TP53
wahrend der Entwicklung vom Melanozyt zum metastasierenden Melanom verstarkt
exprimiert (Sparrow et al., 1995; Weiss et al., 1995; Weiss et al., 1993).

2.1.6 Die Chemoresistenz von Melanomen

Wie in Kapitel 2.1.3.4 erwéhnt ist das Ansprechen von Melanomen auf jegliche Art
der Chemotherapie dufRerst schlecht, und selten fiihrt sie zu einer Verlangerung der
Uberlebensdauer des Patienten. Einige der hierfiir moglicherweise verantwortlichen
Resistenz-vermittelnden Faktoren des malignen Melanoms werden im Folgenden
genauer dargestellt.

Zunachst sei ein hypothetischer Aspekt erwahnt. Melanozyten bendtigen eine hohe
intrinsische Resistenz, welche urséachlich fur die Chemoresistenz von Melanomen
sein konnte. Sie mussen ihre Funktion als Photoprotektoren der Haut auch bei
hohem UV-induzierten DNA-Schaden und oxidativem Stress, verursacht durch die

Synthese von Melanin, erfullen (Box and Terzian, 2008). Um unter diesen
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Bedingungen Uberleben zu konnen, benétigen sie eine relativ hohe DNA-
Reparaturkapazitat bei gleichzeitig geringer Neigung zur Induktion der Apoptose
(Box and Terzian, 2008). Diese beiden Eigenschaften vermitteln daher nicht nur
eine naturliche Resistenz gegenulber physiologisch in Melanozyten vorkommenden
DNA-Schaden, sondern — zusammen mit weiteren wahrend der Melanom-
Progression auftretenden malignitatsférdernden Veranderungen - auch Resistenz
gegeniiber (DNA-schadigenden) Chemotherapeutika. In Ubereinstimmung hiermit
steht, dass Melanome grolRere Mengen einiger Nukleotid-Exzisionsreparatur-
Proteine exprimieren als Melanozyten (Bowden et al., 2010).

Zudem besitzen Melanozyten die Eigenschaft, sehr hohe Mengen an
antiapoptotischem Bcl-2 zu exprimieren (Nishimura et al., 2005) und nach
Bestrahlung mit UV-Licht GADD45A zu induzieren, welches Apoptose inhibiert
(Fayolle et al., 2008). Weitere typische Eigenschaften von Melanomen, welche mit
der Inhibition der Apoptose assoziiert sind, werden in Kapitel 2.1.5.3 genauer

beschrieben.

2.2 Alkylierende Agenzien

Alkylierende Agenzien (AA) sind in unserer Umwelt ubiquitdr verbreitet. Sie
entstehen beispielsweise bei industriellen Prozessen, bei der
Nahrungsmittelverarbeitung und bei der unvollstindigen Verbrennung von
Zigarettenrauch, aber auch bei endogenen Vorgadngen wie Metabolismus und
Inflammation (Bartsch and Montesano, 1984; DeMarini, 2004; Jagerstad and Skog,
2005; Marnett and Burcham, 1993). Ein bedeutendes zelluldres Zielmolekdl von AA
ist die DNA, welche an 13 verschiedenen Positionen alkyliert werden kann.
Besonders die Alkylierung der O°-Postion der DNA-Base Guanin erzeugt eine
mutagene Lasion, welche fur die toxischen und karzinogenen Eigenschaften der AA
verantwortlich ist (Kaina et al., 2007) (s. 2.2.1 und 2.2.2).

Das DNA-Reparaturenzym MGMT (O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase, s.
2.3.1) entfernt O%Alkylierungen des Guanins sehr effizient und ist daher der
bedeutendste Schutzfaktor der Zelle gegeniiber den toxischen Wirkungen der O°-
Alkylguanin induzierenden Agenzien. In Abwesenheit von MGMT induzieren O°-
Alkylierungen DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) als Sekundéarlasionen, welche stark
zytotoxisch und hochpotente Induktoren der Apoptose (s. 2.5.1) sind (Kaina et al.,
2007; Ochs and Kaina, 2000; Roos et al., 2004; Roos et al., 2007). Bei der
Verabreichung von hohen Dosen von O°-AA verliert MGMT allerdings seine

Bedeutung als Schutzfaktor der Zelle, da die induzierten N-Alkylierungen nach
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Ubersteigen der Reparaturkapazitat der Zelle ebenfalls zur Zytotoxizitat beitragen
(Kaina et al., 2010).

Aufgrund der antineoplastischen Eigenschaften der O°-AA werden sie zur
Chemotherapie verschiedenster maligner Neoplasien verwendet. Hierbei kommen
sowohl O°-methylierende als auch O°-chlorethylierende Agenzien zum Einsatz.

Diese beiden Wirkstoffgruppen werden im Folgenden genauer vorgestellt.

2.2.1 Methylierende Agenzien

Methylierende Chemotherapeutika wie Procarbazin (PCZ), Dacarbazin (DTIC) und
Temozolomid (TMZ) werden u. a. zur Behandlung von Melanomen (s. 2.1.3.4),
Glioblastomen und Lymphomen eingesetzt (Markovic et al., 2007b; Preusser et al.,
2011; Punnett et al., 2010). Ihr aktives Intermediat— ein elektrophiles Carbenium-lon
- reagiert nach dem Syl-Mechanismus mit nukleophilen Zentren der DNA. N-
Alkylierungen stellen die weitaus haufigsten Addukte dar. So entstehen u. a. N7-
Methylguanin und die wesentlich instabileren Addukte N3-Methyladenin und N3-
Methylguanin, welche durch die Basenexzisionsreparatur (BER) repariert werden
kénnen. Im Gegensatz hierzu wird O*-Methylthymin nur etwa zu 0,4% induziert und
kann durch MGMT (s. 2.3.1) repariert werden. O°-Methylguanin (O°MeG) ist die
weitaus toxischste Lasion, welche jedoch nur zu einem Anteil von 0,3 — 8% induziert
und sehr effizient durch MGMT repariert wird. Es verursacht Punktmutationen,
chromosomale Aberrationen und Schwesterchromatiden-Austausche (SCE) und
trAdgt zur Tumorinitiation und —progression bei. Aufgrund seiner zytotoxischen
Eigenschaften ist 0°MeG Hauptvermittler der wahrend der Chemotherapie erzielten
antineoplastischen Effekte (Kaina et al., 2007). Die Abwesenheit von MGMT und
das Funktionieren der Basen-Fehlpaarungs-Reparatur (MMR, Mismatch repair) sind
notwendige Voraussetzungen fiir die O°MeG-induzierte Toxizitat (Branch et al.,
1993; Karran and Bignami, 1994).

Das popularste Modell der Prozessierung von O°MeG in der Zelle wird im
Folgenden erklart und ist in Abb. 1 vereinfacht dargestellt. Entfernt MGMT die
Methylgruppe des O°MeG noch vor der Replikation, hat diese Modifikation der DNA
keine weiteren negativen Konsequenzen fiur die Zelle (Hampson et al., 1997).
Durchlauft die Zelle allerdings die S-Phase, so geht O°MeG wiéhrend der
Replikation eine Fehlpaarung mit Thymin ein (Toorchen and Topal, 1983). MGMT
kann nun postreplikativ die Methylgruppe entfernen, wobei ein nicht-
komplementares Guanin:Thymin-Paar in der DNA zurlckbleibt. Diese Fehlpaarung

fuhrt entweder im Laufe der nachsten Replikation zu einer GC — AT-Transition und
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damit zur Etablierung einer Mutation, oder sie wird durch die MMR erkannt und
repariert. Beide Moglichkeiten gehen mit dem Uberleben der Zelle einher.

Wird MGMT nicht exprimiert oder ist seine Reparaturkapazitat erschopft, so wirkt
O°MeG iiber noch nicht vollstandig geklarte Mechanismen stark gentoxisch.
Wahrscheinlich erfolgen sich wiederholende Exzisionen und Reinsertionen des
Thymins gegeniiber des O°MeG durch das MMR-System (Duckett et al., 1996;
Hampson et al., 1997; Karran and Bignami, 1994). Dabei entstehen Liicken in der
DNA, welche das Fortschreiten der Replikationsgabel blockieren und deren Kollaps
induzieren (Ochs and Kaina, 2000). Bei diesem Vorgang entstehen DSB, welche
vorwiegend durch die homologe Rekombination (HR, s. 2.3.3) repariert werden und
zu Schwesterchromatiden-Austauschen (Sister chromatid exchange, SCE) fiihren
(Kaina et al., 1997; Mojas et al., 2007; Quiros et al., 2010; Roos et al., 2009a).
Ubersteigt die Zahl der DSB die Reparaturkapazitat der Zelle, so vermitteln sie die
toxische Wirkung des O°MeG und filhren im ersten Nachbehandlungszyklus oder in
einem der folgenden Zellzyklen zur Induktion von Apoptose (s. 2.5.1) (Kaina et al.,
1997; Ochs and Kaina, 2000; Quiros et al., 2010).

MGMT 6
Me-MGMT O°MeG
C
L
G Replikation
c -
OSMeG Wirkungslose oeveG
T MMR-Zyklen |
MGMT |
Replikation
Me-MGMT v
G Kollaps der
~ 7 Replikationsgabel
MMR J
G / verringerte/ DSB
C erschopfte MMR 7 N\
+ Replikation HR verringerte/erschopfte
\1, / HR-Kapazitat
A SCE N\
T Akkumulation von DSB
Chromosomale
Abberationen
3
Schadensreversion Mutationen Chromosomale Genomische Instabilitat
- Uberleben - - Uberleben - || Abberationen - Zelltod -
- Uberleben -
Abb. 1: Vereinfachtes Modell zur Prozessierung von 0°MeG, welche — je nach
physiologischem Kontext — zu verschiedenen Endpunkt en fiahrt. Me-MGMT:

Methyliertes MGMT
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2.2.2 Chlorethylierende Agenzien

Chlorethylierende Agenzien wie Carmustin (BCNU), Nimustin (ACNU), Lomustin
(CCNU) und Fotemustin (FM) gehéren zu den N-Chlorethyl-N-Nitrosoharnstoff-
Derivaten (CNU, 2-Chlorethylnitrosoureas). Sie werden vor allem zur Therapie von
Glioblastomen, des malignen Melanoms und malignen Hirnmetastasen
verschiedenen Ursprungs eingesetzt und entweder als Monotherapeutikum oder in
der Kombination mit weiteren antineoplastischen Medikamenten verwendet
(Jacquillat et al., 1990; Khayat et al., 1992; Khayat et al., 1994; Mornex et al., 2003).
Die antineoplastische Wirkung der chlorethyliereden Agenzien beruht auf der
Induktion von  DNA-Interstrang-Crosslinks  (ICL), welche grundlegende
physiologische Prozesse wie DNA-Replikation und Transkription blockieren
(Dronkert and Kanaar, 2001; McHugh et al., 2001; Muniandy et al., 2010).

Bei physiologischem pH-Wert von 7,4 zerfallen alle CNU durch spontane Hydrolyse,
wobei das hochreaktive, elektrophile Intermediat 2-Chlorethyldiazohydroxid entsteht
(Brundrett, 1980; Hayes et al., 1997). Dieses reagiert nach dem Mechanismus der
unimolekularen nukleophilen Substitution (Sy1-Mechanismus) mit nukleophilen
Zentren der DNA, wobei zu etwa 97% N-Chlorethylierungen entstehen. Hiervon
befinden sich ca. 95% der Alkylierungen an der N7-Position von Guanin (Inga et al.,
1999). N-Alkylierungen werden sehr effizient durch die BER repariert. Obwohl O
Chlorethylguanin (O°CIEtG) nur 2 — 3% aller Addukte darstellt und nur 1% aller
DNA-Chlorethylierungen zu Interstrang-Crosslinks fiihren (Inga et al., 1999), wird
O°CIEtG aufgrund seiner ICL-induzierenden Eigenschaften die groRte Toxizitat
beigemessen (Colvin et al., 1974; Montgomery et al., 1975; Reed et al., 1975;
Thomas et al., 1978). ICL gehdren zu den geféahrlichsten DNA-L&sionen tberhaupt.
Es wird geschatzt, dass etwa 20 — 40 unreparierte ICL zum Tod von Sauger-Zellen
fihren (Lawley and Phillips, 1996; Muniandy et al., 2010). Wahrend der Reparatur
des ICL entstehen Punktmutationen, DSB und SCE, welche einerseits fur die
Tumor-initierenden  und  —promovierenden und  andererseits fur die
antineoplastischen Wirkungen der CNU verantwortlich sind.

Die Prozessierung von O°CIEtG in der Zelle und die Reparatur der ICL ist
unzureichend aufgeklart und wird kontrovers diskutiert; sie soll im Folgenden jedoch
vereinfacht erlautert werden (s. Abb. 2).

O°CIEtG wird — wie O°MeG auch — sehr effizient durch MGMT repariert (Brent et al.,
1987a; Brent et al., 1987b; Pegg, 1990). Wird die Alkylgruppe des O°CIEtG durch
MGMT entfernt, hat diese DNA-Modifikation keine weiteren negativen

Konsequenzen fir die Zelle (Hampson et al., 1997). Geschieht dies jedoch nicht, so
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entstehen in vitro innerhalb von 8 — 12 h nach der Alkylierung ICL (Brent et al.,
1987a). Hierbei findet eine intramolekulare Umlagerung des O°CIEtG statt, wobei
zunéchst N1-O°-Ethanoguanin entsteht. N1-O°-Ethanoguanin reagiert nun entweder
mit MGMT und fuhrt zu dessen kovalenter Bindung an die DNA (Gonzaga et al.,
1992), oder es reagiert im Folgeschritt mit dem gegeniberliegenden Nukleosid,
Desoxycytidin, wobei ein N1-Guanin-N3-Cytosin-ICL (dCytidin-CH,-CH,-dGuanosin)
entsteht (Tong et al.,, 1982). Das Auftreffen der Replikationsgabel auf den ICL
bewirkt einen Replikationsblock und den Kollaps des Replikationskomplexes, in

dessen Folge DSB entstehen.
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Abb. 2: Vereinfachtes Modell zur Prozessierung von O°CIEtG, welches - wird es nicht
durch MGMT repariert -, zur Bildung von DNA-Interst  rang- Crosslinks (ICL) fuhrt. Diese
hemmen Replikation und Transkription und wirken daher zytotoxisch.

Die Quervernetzungen der beiden DNA-Strdnge und die daraus resultierenden
Sekundarlasionen werden durch die so genannte ICL-Reparatur (s. 2.3.4),
bestehend aus Komponenten der DSB- und Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER)
sowie Fanconi-Proteinen, repariert. Die Integritdt des DNA-Doppelstrangs wird somit
wiederhergestellt. Hierbei kdnnen allerdings Punktmutationen und SCE entstehen,

welche jedoch von der Zelle toleriert werden. Ubersteigt die Zahl der DSB die
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Reparaturkapazitat der Zelle, so bewirken sie eine zytotoxische Wirkung von

O°CIEtG, indem sie Apoptose induzieren.

2.3 DNA-Reparatur

Aus naturwissenschatftlicher Sicht besteht der Sinn des Lebens in der Weitergabe
von Genen an die Tochtergeneration. Voraussetzung hierfir ist die Unversehrtheit
des Genoms, welches die genetische Information eines Organismus in Form von
chromosomaler DNA kodiert und daher im Gegensatz zu anderen Makromolekilen
der Zelle nicht ersetzt werden kann. Die Konservierung der DNA muss daher trotz
standiger Angriffe durch endogene und exogene Agenzien stets gewdahrleistet sein.
Aus diesem Grund haben sich im Laufe der Evolution potente Mechanismen zur
Detektion von DNA-Schaden, eine DNA-Schadensantwort und verschiedene DNA-
Reparatursysteme entwickelt (Ljungman, 2010).

In den folgenden Kapiteln werden die verschiedenen DNA-Reparaturmechanismen
vorgestellt. Hierbei werden solche, die in besonderem MalRe an der Prozessierung

von O%-AA-induzierten Schaden beteiligt sind, ausgiebiger behandelt.

2.3.1 0°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase

Das DNA-Reparaturenzym O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) ist
hauptverantwortlich im Schutz gegeniiber der O°-AA induzierten Karzinogenese (s.
2.2), da es effizient die Entfernung von Alkyl-Gruppen an der O°-Position des
Guanins katalysiert (Kaina et al., 1991). Ein weiteres Substrat mit geringerer
biologischer Bedeutung ist O*-Methylthymin (Graves et al., 1987; Zak et al., 1994).
Da MGMT die Entfernung der O°Lésionen in einem Einschrittprozess durchfiihrt,
spricht man hierbei auch von Schadensreversion. Die Alkyl-Gruppe wird kovalent
auf einen Cystein-Rest im aktiven Zentrum des MGMT Ubertragen, wobei das
Enzym selbst irreversibel inaktiviert wird. Aus diesem Grund wird MGMT auch als
Suizidenzym bezeichnet, welches nach Beendigung der Reaktion polyubiquitinyliert
und proteasomal degradiert wird (Srivenugopal et al., 1996; Xu-Welliver and Pegg,
2002). Daher ist die Kapazitat einer Zelle, O°-Alkylierungsaddukte zu reparieren,
stark abhéngig von der vorhandenen MGMT-Menge und der Aktivierbarkeit des
MGMT-Promotors.

Agenzien, welche zur Induktion von MGMT fuhren, sind UV-Licht, Corticosteroide,
Proteinkinase C-Aktivatoren, ionisierende Strahlung und alkylierende Agenzien
(Boldogh et al., 1998; Fritz et al., 1991; Grombacher and Kaina, 1995; Grombacher
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et al.,, 1996). Dies kann Uber die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie AP1,
NFkB, p53 und den Glucocorticoid-Rezeptor vermittelt werden (Harris et al., 1991;
Kaina et al., 2007; Lavon et al., 2007).

Die Aktivierbarkeit des Promotors durch Transkriptionsfaktoren wird haufig durch die
Methylierung von CpG-Inseln auf epigenetischer Ebene (s. 2.4.1) unterbunden
(Costello et al., 1994a; Costello et al., 1994b; Harris et al., 1991; Qian et al., 1995;
Qian and Brent, 1997). Es konnte auch gezeigt werden, dass der Verlust von p53
mit verstarkter MGMT-Methylierung einhergeht, wéahrend eine p53-Uberexpression
zu deren Verminderung fuhrt (Esteve et al., 2005; Lai et al., 2008; Peterson et al.,
2003). Im Gegensatz hierzu steht die Beobachtung, dass vor einem MGMT-
profizienten Hintergrund die Uberexpression von p53 zu einer verminderten MGMT-
Expression fuhrt. Dies erfolgt durch die Blockierung der Bindung des
Transkriptionsfaktors Spl an seine Bindungsstellen im MGMT-Promotor (Bocangel
et al., 2009; Srivenugopal et al., 2001).

MGMT wird ubiquitar exprimiert, allerdings lassen sich Gewebe-spezifische
Unterschiede beobachten (Christmann et al., 2011; Margison et al., 2003). So ist die
Expression in Leber und Darm physiologischerweise besonders hoch, wahrend sie
im Gehirn sehr gering ist. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die MGMT-Expression
hohen interindividuellen Schwankungen unterliegt (Janssen et al., 2001; Myrnes et
al., 1983). In Tumoren ist die MGMT-Aktivitdt bzw. —Expression noch variabler,
wobei Brust-, Kolon-, Lungen- und Ovarialtumoren die hdchste Aktivitat zeigen
(Chen et al., 1992; Christmann et al., 2011; Kaina et al., 2007; Margison et al., 2003;
Preuss et al., 1996).

2.3.1.1 MGMT in Melanomen

Im Vergleich zu anderen Tumorarten ist die Aktivitdit von MGMT in Melanomen
relativ gering (Chen et al.,, 1992). Egyhazi und Kollegen zeigten, dass der
Uberwiegende Teil der von ihnen untersuchten Melanom-Metastasen MGMT-
Expression oder -Aktivitat aufweisen (Egyhazi et al., 1995; Egyhazi et al., 1997).
Diese Beobachtung wurde von Augustine und Kollegen bestétigt, da der Grofteil
der von ihnen untersuchten Melanom-Zelllinien MGMT-Aktivitat besitzen (Augustine
et al., 2009). Der MGMT-Promotor ist je nach Studie in 0 — 50% der untersuchten
Melanom-Zelllinien und 13 — 35% der Tumorproben hypermethyliert (Furuta et al.,
2004; Tellez et al., 2009). Auch in Melanomen korreliert die MGMT-Aktivitat mit der
Resistenz gegenuber alkylierenden Agenzien (Naumann et al., 2009; Passagne et

al., 2003). Wie bei anderen Tumorarten, kann eine Behandlung der Zellen mit 0°-
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AA zur Induktion von MGMT fiihren, was mit einer Verstarkung der Resistenz
einhergeht (Christmann et al., 2001; Egyhazi et al., 1997).

2.3.2 Nukleotid-Exzisions-Reparatur

Die  Nukleotid-Exzisions-Reparatur ist eines der vielseitigsten  DNA-
Reparatursysteme, da es verschiedenste Helix-verdrehende Lasionen entfernt.
Hierzu gehdren UV-induzierte Photolasionen [(6-4) Photoprodukte (6-4PPs) und
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere  (CPDs)], Intrastrang-Crosslinks und ,sperrige”
Addukte, welche aus Reaktionen der DNA mit beispielsweise Aflatoxin oder
Benzo[a]pyren hervorgehen. Defekte in NER-Komponenten fiihren beim Menschen
zu autosomal-rezessiv Ubertragenen Erbkrankheiten wie Xeroderma pigmentosum
(XP) und dem Cockayne-Syndrom (CS). Wahrend XP-Patienten sowohl eine hohe
Photosensitivitdt als auch eine Pradisposition gegeniber Hautkrebs aufweisen,
konnte Letzteres bei CS-Patienten nicht beobachtet werden (Friedberg, 2001;
Hoeijmakers, 2001). Dies ist darauf zurickzufihren, dass die Krankheiten auf
Defekten in zwei unterschiedlichen NER-Wegen beruhen: Bei XP-Patienten ist die
Globale Genom-NER (GG-NER) gestért, wahrend bei CS-Patienten die
Transkriptions-gekoppelte NER (TC-NER, Transcription coupled NER) betroffen ist.
Fur XP sind 8 (XP-A bis XP-G, XPV), fur CS zwei (CS-A und CS-B)
Komplementationsgruppen bekannt. Die TC-NER entfernt Lasionen vom
transkribierten Strang aktiver Gene, wahrend die GG-NER fir die Replikations-
unabhangige Reparatur nicht-transkribierten Chromatins und des Sinnstrangs
transkribierter Gene verantwortlich ist. Ihr kommt groRe biologische Bedeutung zu,
da sie die Wahrscheinlichkeit der Manifestation von Mutationen wahrend der
Replikation durch translasionale DNA-Synthese vermindert (Friedberg, 2001;
Hoeijmakers, 2001). GG-NER und TC-NER unterscheiden sich hauptsachlich in den
DNA-Schadenserkennungsschritten. Bei der TC-NER ermdglicht die Blockierung
der RNA-Polymerase Il (RNAPII) die Detektion der Lasion und Idst die Reparatur
aus (Tornaletti and Hanawalt, 1999; van den Boom et al., 2004). Hierbei sind die
Proteine CSA und CSB als Vermittler der RNAPII-Ubiquitinylierung, gefolgt von
deren Dislokation und Degradation, unabdingbar (van Hoffen et al., 1993; Venema
et al, 1990). Im Gegensatz hierzu besitzt die GG-NER spezielle
Schadenserkennungs-Proteine: das XPC-RAD23A/B (Xeroderma pigmentosum
Komplementationsgruppe C - rad23 Homolog)-Heterodimer ist der primére
Lasionsdetektor (Reardon et al., 1996). Zudem sind DDB1-DDB2 (Damaged DNA
binding protein 1/2) (Chu and Chang, 1988; Tang et al., 2000) und XPA-RPA
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(Replication protein A) (Asahina et al., 1994; Li et al, 1995) an der
Schadenserkennung beteiligt.

Nachdem der Schaden durch einen der beiden NER-Erkennungsmechanismen
detektiert wurde, lauft der Reparaturprozess auf ahnliche Weise ab:

Zunachst entwindet der TFIIH (Transkriptionsfaktor [IH)-Komplex, welcher die
beiden Helikasen XPB und XPD enthélt, den geschadigten DNA-Bereich (Araujo et
al., 2001; Evans et al., 1997; Schaeffer et al., 1994; Schaeffer et al., 1993; Weeda et
al., 1990). Hierdurch entsteht der so genannte Prainzisions-Komplex, in welchem
XPA den Schaden abgrenzt und welcher durch das Einzelstrang-bindende Protein
RPA stabilisiert wird (Evans et al., 1997; Mu et al., 1997; Staresincic et al., 2009;
Wakasugi et al., 1997). Die Endonukleasen ERCC1-XPF und XPG schneiden nun
an der 5’- bzw. 3'-Seite der Lasion, was zur Freisetzung eines Oligonukleotids fiihrt,
welches den Schaden enthélt (Matsunaga et al., 1995; O'Donovan et al., 1994;
Sijbers et al., 1996).

Der etwa 24 bis 32 Nukleotide groRRe einzelstrangige Bereich wird nun durch die
DNA-Polymerasen ® und ¢ in Anwesenheit von PCNA (Proliferating cell nuclear
antigen) und RF-C (Replication factor C) wieder aufgefillt. Zuletzt katalysiert Ligase
| die Ausbildung der Phosphodiesterbindung zum neu synthetisierten Oligonukleotid
(Araujo et al., 2000; Moser et al., 2007; Mu et al., 1997).

2.3.2.1 XPC und DDB2

Da die beiden NER-Proteine XPC und DDB?2 in dieser Arbeit untersucht wurden, soll
hier ihre Rolle bei der GG-NER und ihre Regulation detailliert beschrieben werden.

XPC liegt im Komplex mit HR23A/B vor. HR23A/B stimuliert die Aktivitat von XPC
und verhindert dessen proteasomale Degradation (Ng et al., 2003; Sugasawa et al.,
1997). XPC-HR23A/B spielt eine grundlegende Rolle bei der Schadenserkennung
und Reparatur von Helix-verdrehenden Lasionen (Sugasawa et al., 1998; Volker et
al.,, 2001). In vitro bindet es DNA-Addukte mit unterschiedlichsten chemischen
Strukturen. Es erkennt besonders verzweigte, blasenférmige Strukturen, welche
Ubergange zwischen doppel- und einzelstrangigen DNA-Bereichen enthalten und
die DNA-Doppelhelix verdrehen (Sugasawa et al., 2001; Sugasawa et al., 2002).
Die Erkennung und Reparatur erfolgt umso starker, je Helix-verdrehender die Lasion
ist (Geacintov et al., 2002). Wahrend die Erkennung von 6-4PPs effizient erfolgt, ist
die von CPDs abhéngig vom UV-DDB-Komplex (s. u.) (Fitch et al., 2003b; Moser et
al., 2005; Nishi et al., 2009). Zudem ist XPC-HR23A/B fir die Rekrutierung von
TFIIH zur Schadensstelle verantwortlich (Araujo et al., 2001; Li et al., 1998b; Yokoi
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et al., 2000). Die DNA-Bindung von XPC kann durch Polyubiquitinylierung, welche
durch den UV-DDB1-CUL4-ROC1-Komplex (s. u.) nach UV-Bestrahlung vermittelt
wird, potenziert werden (Sugasawa et al., 2005). Eine weitere UV-induzierte
posttranslationale Modifikation von XPC ist die Sumoylierung, welche
wahrscheinlich zu dessen Stabilisierung fuhrt (Wang et al., 2005).

DDB2 bildet zusammen mit DDB1 den so genannten UV-DDB-Komplex.
Interessanterweise wurden in XP-E-Patienten bisher nur Mutationen im DDB2-Gen
gefunden (Hwang et al., 1998; Nichols et al., 2000; Nichols et al., 1996). UV-DDB
bindet 6-4PP mit hoher Affinitdt, wahrend die Bindung an CPDs moderat ist
(Fujiwara et al., 1999; Reardon et al., 1993; Sugasawa et al., 2005; Wittschieben et
al., 2005). Da XPC allein nicht in der Lage ist, CPDs zu erkennen, ist der UV-DDB-
Komplex unentbehrlich fir die Reparatur von CPDs (Kusumoto et al., 2001;
Sugasawa et al., 2001). In Ubereinstimmung hiermit ist die Entfernung von CPDs in
XP-E mutierten Zellen deutlich vermindert, wahrend die Reparatur von 6-4PPs nur
leicht betroffen ist (Hwang et al., 1999). Generell nimmt die Bindung von UV-DDB
an Lasionen deutlich ab, sobald der einzelstrangige, blasenférmige Bereich mehr
als drei Nukleotide umfasst (Wittschieben et al., 2005). Nach Beendigung der
Erkennung der Photolasion durch UV-DDB wird der Komplex proteasomal
degradiert (Fitch et al., 2003a; Rapic-Otrin et al., 2002). Die hierfir nétige
Polyubiquitinylierung wird durch die E3-Ligase CUL4A vermittelt, welche im
Komplex mit DDB1 und ROC1 vorliegt (Chen et al., 2001b; Groisman et al., 2003;
Shiyanov et al., 1999).

Sowohl XPC als auch DDB2 koénnen transkriptionell reguliert werden. Der
Transkriptionsfaktor p53 spielt hierbei die wahrscheinlich bedeutendste Rolle. Er
bestimmt sowohl die basalen XPC- und DDB2-Mengen als auch ihre Induktion nach
Detektion von DNA-Schaden. p53 beeinflusst damit entscheidend die NER-
Kapazitat einer Zelle (Adimoolam and Ford, 2003). So weisen p53-defiziente Zellen
niedrigere Mengen an DDB2 und XPC und eine verminderte GG-NER-Kapazitét auf
(Adimoolam and Ford, 2002; Ford and Hanawalt, 1997; Hwang et al., 1999; Smith et
al., 1995). Die durch p53 induzierte Neusynthese von DDB2 tritt allerdings mit
betrachtlicher Verzdgerung zu einem Zeitpunkt ein, an dem der DNA-Schaden
schon erkannt und DNA-gebundenes DDB2 degradiert wurde (Rapic-Otrin et al.,
2002). Die Induktion von DDB2 durch p53 dient daher wahrscheinlich dem
Nachflllen des zellularen DDB2-Pools, welcher wahrend der vorangegangenen
Schadensdetektion verbraucht wurde. Zudem férdert das Tumorsuppressorgen
BRCAL (Breast cancer type 1 susceptibility protein) die Bindung von p53 an den

DDB2-Promotor und damit dessen Induktion (Navaraj et al., 2005; Takimoto et al.,
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2002). Des Weiteren kann BRCA1 auch p53-unabhéngig DDB2 und XPC-induzieren
(Hartman and Ford, 2002; Somasundaram, 2003). Lin und Kollegen haben gezeigt,
dass der Transkriptionsfaktor E2F1 in UV-bestrahlten Zellen an sein responsives

Element im XPC-Promotor bindet und die Transkription induziert (Lin et al., 2009).

2.3.3 DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur

Bei physiologischen Prozessen wie der V(D)J-Rekombination oder der Segregation
der Chromosomen wahrend der Meiose werden DSB in die DNA eingefligt (Keeney
and Neale, 2006; Soulas-Sprauel et al., 2007). Sie kdénnen allerdings auch durch
endogene oder exogene Angriffe auf die DNA entstehen, welche entweder den DSB
direkt verursachen oder ihn replikationsabhangig induzieren. Endogene Noxen, die
zur Entstehung von DSB fluhren, sind beispielsweise Nukleasen, physikalischer
Stress wahrend der Trennung der Schwesterchromatiden wéhrend der Meiose oder
Reaktive Sauerstoffspezies (ROS, Reactive oxygen species). Chemotherapeutika
sowie UV- und ionisierende Strahlung (lonizing radiation, IR) sind Beispiele fir DSB-
verursachende exogene Noxen. Da bereits ein DSB genomische Instabilitat und
Zelltod induzieren kann, ist die effiziente und korrekte Reparatur fiir das Uberleben
der Zelle essentiell (Rich et al., 2000). Die Detektion der DSB erfolgt an so
genannten DNA-Schadens-Kontrollpunkten (DNA damage checkpoints) des
Zellzyklus und flhrt zunachst zum Zellzyklus-Arrest. Dieser dient primar der
Reparatur des Schadens, bevor die Zelle in die ndchste Zellzyklusphase Ubertritt
(Weinert and Hartwell, 1988). Gleichzeitig resultiert die DNA-Schadensantwort in
der Aktivierung von DNA-Reparatur-Proteinen und der Induktion von DNA-
Reparatur-Genen.

In Eukaryoten unterscheidet man zwei DSB-Reparaturwege: die Homologe
Rekombination (HR) und die Nicht-homologe Endverkniipfung (Nonhomologous end
joining, NHEJ). Die HR findet bevorzugt in der S-Phase und der G2-Phase des
Zellzyklus statt, da das Vorhandensein einer homologen Matrize in Form eines
Schwesterchromatids notwendige Voraussetzung ist. Drei aufeinanderfolgende
Schritte sind kennzeichnend fir die klassische HR: 1) Die Bildung von 3'-
Uberhangen an den DSB-Enden, 2) Das Einwandern eines Strangs des
geschadigten Chromatids in den homologen DNA-Doppelstrang, gefolgt von der
komplementaren Neusynthese, und 3) Die Auflosung des so entstandenen
Reparatur-Intermediats.

Zu Beginn der HR dient der MRN (MRE11, Meiotic recombination 11 homolog 1;
RAD50, rad50 Homolog; NBN, Nibrin)-Komplex als Schadenssensor fir DSB (Chen
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et al., 2001a; Hopfner et al., 2002). Er bindet an die offenen DNA-Enden, stabilisiert
sie und rekrutiert die Transduktorkinase ATM (Ataxia telangiectasia mutated) zur
Schadensstelle. ATM l6st die Checkpoint-Aktivierung aus, indem es der Zelle das
Vorhandensein von unreparierten DSB signalisiert (Grenon et al., 2001; Lee and
Paull, 2005; Paull and Lee, 2005). Hierzu phosphoryliert es eine Vielzahl von
Proteinen unterschiedlicher zellularer Prozesse. Beispielsweise induziert die
Phosphorylierung der Kinase CHEK2 (Cell cycle checkpoint kinase 2)
Zellzyklusarrest, wahrend das Zielprotein p53 die DNA-Reparatur stimuliert und — je
nachdem vor welchem Hintergrund die Prozesse ablaufen - proapoptotisch wirkt
(Roos and Kaina, 2006). Nach Stabilisierung der DSB-Enden erfolgt dort die so
genannte End-Resektion, bei der 3‘-Uberhange gebildet werden (Lamarche et al.,
2010). Hierzu rekrutiert der MRN-Komplex ein Heterodimer aus BRCA1 und CtIP
(CtBP (C-terminal-binding protein) interacting protein), welches zusammen mit dem
MRN-Komplex die Endresektion reguliert (Limbo et al., 2007; Sartori et al., 2007).
Die hierbei entstandenen einzelstrangigen Bereiche werden von RPA umhillt,
welches nun das ATR-ATRIP (Ataxia telangiectasia and rad 3 related - ATR-
interacting protein)-Heterodimer bindet (Zou and Elledge, 2003). Auch ATR ist eine
Transduktorkinase, welche Signale beispielsweise durch Phosphorylierung von p53
und CHEKZ1 (Cell cycle checkpoint kinase 1) vermittelt und amplifiziert (Guo et al.,
2000; Zhao and Piwnica-Worms, 2001). Fur die effiziente Reparatur ist die
Phosphorylierung des Histons H2AX (nach Phosphorylierung yH2AX genannt)
durch ATM und ATR essentiell. Es markiert die Schadensstelle, interagiert mit dem
MRN-Komplex, MDC1 (Mediator oft DNA damage checkpoint Protein 1) und ATM
und amplifiziert das Schadenssignal (Rogakou et al., 1998; Stucki et al., 2005). Die
Bindung von RPA an die einzelstrangigen 3'-Uberhénge ist Voraussetzung fiir die
Ausbildung des RAD51 (rad51 Homolog)-Nukleoproteinfilaments, auch
prasynaptischer Komplex genannt (Song and Sung, 2000). Dieses ist essenziell fur
die so genannte Strang-Einwanderung. Sie fuhrt zur Entstehung des synaptischen
Komplexes mit der so genannten D-Loop (Deplacement Loop), einem Heteroduplex
aus geschadigtem DNA-Strang und seinem intakten Homolog. BRCA2 (Breast
cancer type 2 susceptibility protein) fordert den Austausch von RPA mit RAD51
(Song and Sung, 2000), wahrend BRCA1 RAD51 und BRCA2 im Bereich der
Schadensstelle sequestriert (Greenberg et al., 2006). RAD54 (rad54 Homolog) ist
ebenfalls in mehreren Schritten der HR involviert. Es ist ein Chromatin-Remodeling-
Komplex und fordert die Einwanderung des RAD51-Nukleofilaments. Zudem
unterstiitzt es die Beladung des 3'-Uberhangs mit RAD51-Rekombinase und die

Suche nach und Paarung mit homologen Bereichen (Amitani et al., 2006; Bugreev
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et al., 2007; Heyer et al., 2006; Sugawara et al., 2003). Nach Zusammenfinden der
Homologen erfolgt die Verlangerung des eingewanderten Strangs, wobei der
verloren gegangene Bereich neu synthetisiert wird. Als Resultat ist einer der beiden
Strange des geschadigten Chromatids wieder intakt und dient als Matrize zur
Reparatur des zweiten Strangs durch Neusynthese (Ferguson and Holloman, 1996;
Nassif et al., 1994; Strathern et al., 1982). Bei diesem als Synthese-abhangige
Strang-Anlagerung (Synthesis dependent strand annealing, SSDA) bezeichneten
Modell finden keine Schwesterchromatidenaustausche statt. Erfolgt eine
gleichzeitige Neusynthese beider geschadigter Strange mithilfe desselben Strangs
des Schwesterchromatids als Matrize, so bezeichnet man dieses Modell klassisch
als Doppelstrangbruch-Reparatur (Double-strand break-repair, DSBR) (Orr-Weaver
and Szostak, 1983; Orr-Weaver et al., 1983; Szostak et al., 1983). Hierbei entstehen
so genannte Holliday-Junktionen, bei deren Auflosung Rekombinationen und in der
Folge SCE stattfinden kénnen (Holliday, 2007).

Da die Nicht-homologe Endverknipfung (NHEJ) im Gegensatz zur HR kein
homologes Schwesterchromatid bendétigt, findet sie bevorzugt in der GO- und G1-
Phase des Zellzyklus statt (Shrivastav et al., 2008). Sie spielt bei der Reparatur von
0O°-AA-induzierten DNA-Schéaden allerdings keine groRRe Rolle (Roos et al., 2009a).
Bei der VerknlUpfung der DSB-Enden entstehen haufig Insertionen, Deletionen und
Translokationen (Moore and Haber, 1996; Wilson et al., 1997). Sie gilt daher im

Vergleich mit der HR als sehr fehleranfallig.

2.3.4 Interstrang- Crosslink -Reparatur

Es existieren nur wenige endogene Substanzen, die ICL induzieren. Endogene ICL-
induzierende Agenzien sind z.B. Malondialdehyd, ein Produkt der Lipidperoxidation,
oder Stickstoffoxid als Gas oder in seiner hydrierten Form (HONO) (Caulfield et al.,
2003; Niedernhofer et al., 2003; Scharer, 2005; Shapiro et al., 1977). Exogene
Quellen ICL-induzierender Agenzien sind beispielsweise Formaldehyd und das
antibiotisch wirkende Pilzgift Mitomycin C (Kim et al., 2002; Kozekov et al., 2003;
Kozekov et al., 2001; Scharer, 2005). Die prominentesten Vertreter ICL-
induzierender Agenzien sind Chemotherapeutika. Die hierzu gehérenden
Chloronitrosoharnstoff-Derivate, Mitomycin C (MMC) oder Cisplatin werden, mehr
oder weniger erfolgreich, zur Therapie nahezu aller malignen Neoplasien eingesetzt.
Die Gruppe der O°-alkylierenden Agenzien, welche zu den Chlornitrosoharnstoff-

Derivaten gehoren, werden in Kapitel 2.2.2 genauer vorgestellt.
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Die schnelle und effiziente Reparatur von ICL ist bedeutend fiir das Uberleben der
Zelle, da bereits etwa 40 ICL Reparatur-defiziente Saugerzellen téten koénnen
(Lawley and Phillips, 1996; Magana-Schwencke et al., 1982). Das Auftreffen der
Replikationsgabel auf den ICL ist das Zytotoxizitat-vermittelnde Ereignis, da hierbei
hochtoxische DSB als Sekundéarschaden entstehen (Bessho, 2003; De Silva et al.,
2000). Da das Fanconi-Netzwerk die Entstehung von DSB verhindert, habe Zellen
von Fanconi-Patienten einen Defekt in der ICL-Reparatur und sind daher
hypersensitiv gegeniiber Interstrang-Crosslinkern (D'Andrea and Grompe, 2003;
Joenje and Patel, 2001; Sobeck et al., 2006). Die Reparatur ICL-assoziierter
Schéaden stellt fur die Zelle eine gro3e Herausforderung dar. So treten ICL unter
physiologischen Bedingungen selten auf, so dass im Laufe der Evolution noch kein
spezialisierter ICL-Reparaturmechanismus entstanden ist. Ein weiteres Problem der
ICL-Reparatur beruht auf der Beteiligung beider DNA-Strénge, so dass kein intakter
Strang als Matrize vorhanden ist. Die ICL-Reparatur bedient sich daher in
Abhangigkeit von der Struktur des ICL selbst Komponenten der GG-NER (Hoy et
al., 1985; Kaye et al., 1980; Wood, 2010), der TC-NER (Vos and Hanawalt, 1987;
Zheng et al., 2003), der HR (Dronkert and Kanaar, 2001), des NHEJ (Dronkert and
Kanaar, 2001), der MMR (Fiumicino et al., 2000; Muniandy et al., 2009; Wu et al.,
2005), der Translasions-Synthese (TLS) (Minko et al., 2008; Roos et al., 2009b) und
des Fanconi-Netzwerks (Kennedy and D'Andrea, 2005; Patel and Joenje, 2007). Ihr
Mechanismus ist noch relativ unbekannt, weil die experimentelle Untersuchung
Probleme mit sich bringt. So ist der Reparaturmechanismus von der Struktur der
Crosslinks  selbst abhangig und daher existieren Unterschiede im
Reparaturmechanismus der verschiedenen Lasionen. Auf3erdem verusachen die
meisten Crosslinker hauptsachlich andere DNA-Schaden, so dass es schwierig ist,
die zellulare Antwort auf diese Schaden von der auf die Crosslinks zu
unterscheiden.

Die ICL-Reparatur lauft in folgenden Schritten ab:

1) Schadenserkennung (in Abwesenheit von Replikation oder beim Kollaps der
Replikationsgabel)

2) Inzision und Crosslink-Entkopplung (Unhooking)

3) Entfernung des Monoaddukts und Aufflllen der Licken

4) Reparatur des offenen DSB durch HR

Die Reparatur von ICL kann Replikations-unabhangig in der GO/G1-Phase erfolgen,

wobei die Rekrutierung von Fanconi-Proteinen abhangig von XPC und XPA ist
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(Ben-Yehoyada et al., 2009). Spatestens die Blockierung der Replikationsgabel und
der daran angeschlossene Kollaps ist das Ereignis, welches zellulare Reaktionen
auf den Schaden hervorruft (Akkari et al., 2000). Wahrend der G1-Phase, wenn
noch kein DSB vorhanden ist, sind unterschiedliche Proteine in der Erkennung des
ICL involviert. Komponenten der MMR dienen als Sensoren von MMC- und
Psoralen-induzierten ICL und binden an Cisplatin-induzierte ICL (Fiumicino et al.,
2000; Wu et al., 2005; Zhu and Lippard, 2009). Proteine der TC-NER sind an der
Detektion von Cisplatin-induzierten ICL beteiligt (Furuta et al., 2002; Islas et al.,
1994; Zheng et al., 2003). Der GG-NER-Faktor XPC ist zur Erkennung und
Entfernung von Psoralen-induzierten ICL notwendig, und eine XPC-Defizienz flhrt
zu einer leichten Sensitivierung der Zellen auch gegenlber Laser-lokalisierten ICL
(Chen et al., 2003; Muniandy et al., 2009; Thoma et al., 2005). Interessanterweise
korreliert die XPC-Defizienz mit der Unfahigkeit, wenig Helix-verdrehende MMC-
induzierte ICL zu reparieren (Zheng et al., 2003), wahrend noch nie gezeigt werden
konnte, dass XPC fir die Reparatur von stark Helix-verdrehenden Cisplatin-
induzierten ICL bengtigt wird.

Die Blockierung der Replikationsgabel durch den ICL fuhrt zur Aktivierung der
Transduktorkinase ATR. Diese stimuliert die DNA-Reparatur beispielsweise durch
Phosphorylierung von H2AX und aktiviert den S-Phase Checkpoint durch
Phosphorylierung von CHEK1 und FANCD2 (Pichierri and Rosselli, 2004).
Aulerdem induziert die Blockierung der Replikationsgabel die Assemblierung des
aktiven Fanconi-Kern-Komplexes bestehend aus den Komplementationsgruppen
FANCA/B/C/E/FIG/LIM (Kennedy and D'Andrea, 2005; Mirchandani and D'Andrea,
2006), welcher fur die ICL-Reparatur unabdingbar ist. Die durch den aktiven Kern-
Komplex induzierte Monoubiquitinylierung von FANCD2 durch die E3-Ligase
FANCL dient als Marker fur die Aktivierung des Fanconi-Netzwerks (Andreassen et
al., 2004; Taniguchi et al., 2002). In der folgenden Prozessierung des ICL entsteht
ein Doppelstrangbruch an der Replikationsgabel, entweder durch deren Kollaps
oder durch Inzision eines parentalen Strangs (De Silva et al., 2000; Niedernhofer et
al., 2004). Diese Inzision wird wahrscheinlich durch die Endonukleasen ERCC1-
XPF oder MUS81-EME1 durchgefiihrt (De Silva et al., 2000; Dendouga et al., 2005;
Hanada et al., 2006; Niedernhofer et al., 2004). Sowohl beim Kollaps der
Replikationsgabel als auch bei der Inzision entstehen zwei Heteroduplexe aus
Eltern- und Tochterstrang, wobei ein Doppelstrang einen offenen Bruch aufweist
(Abb. 3).

26



Einleitung

5' >
—< nzision/ | (T[T TSI
. oteps S

Abb. 3: Schematisches Modell zur Entstehung eines o ffenen DSB an einer blockierten
Replikationsgabel.  Sie beruht auf der Inzision eines Matrizenstrangs durch eine
Endonuklease oder auf dem Kollaps der blockierten Replikationsgabel.

Zur Auflésung des ICL entwinden Helikasen wie FANCM die Doppelhelix im Bereich
des Crosslinks (Mosedale et al.,, 2005). Die DNA o6ffnet sich blasenartig, so dass
einzelstrangige Bereiche entstehen, welche durch RPA ummantelt werden. Nun
erfolgt die Entkopplung des ICL, wozu XPF-ERCCL1 einen Strang in der Nahe des
ICL schneidet (Fisher et al., 2008; Kumaresan et al., 2002; Niedernhofer et al.,
2004; Rothfuss and Grompe, 2004). Dieses Modell wird unterstitzt durch die
Beobachtung, dass ERCC1- und XPF-defiziente Zellen hypersensitiv auf ICL-
induzierende Agenzien reagieren (Andersson et al., 1996; Dahl and Guldberg, 2007;
De Silva et al.,, 2000, 2002; Niedernhofer et al., 2004). Monoubiquitinyliertes
FANCD?2 fordert die Inzision durch ERCC1-XPF und die Entkopplung des Crosslinks
(Abb. 4) (Kumaresan and Lambert, 2000; Kumaresan et al., 2007; McCabe et al.,
2008). Als Folge entsteht eine Licke mit 3*-Ende, welches als Startpunkt zur DNA-
Synthese durch eine fehleranféllige Translasionspolymerase genutzt werden kann
(Abb. 4) (Minko et al., 2008; Roos et al., 2009b). Bei dieser DNA-Neusynthese
werden haufig falsche Basen und damit Mutationen in die DNA eingefligt. Das
Vorhandensein des aktiven Fanconi-Kern-Komplexes fordert die TLS (Mirchandani
et al.,, 2008). Dies geht mit der Beobachtung einher, dass Zellen von Fanconi-
Patienten deutlich weniger Punktmutationen aufweisen (Niedernhofer et al., 2005;
Niedzwiedz et al., 2004).
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Abb. 4: Schematisches Modell zur Entstehung der zwe iten Inzision durch ERCC1-XPF,
Entkopplung des ICL und Translasionssynthese (TLS, oranger Pfeil). Nach

Entkopplung des ICL fllt eine fehleranfallige Translasionspolymerase die Licke im DNA-
Strang wieder auf.
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Nach Beendigung der Reparatursynthese durch eine Translasionspolymerase wird
das entkoppelte Monoaddukt aus der Helix herausgedréngt. So entsteht ein
Substrat flr den so genannten zweiten Reparaturzyklus, bei dem das Monoaddukt
aus der DNA entfernt wird (Abb 5).

2. Reparatur-
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Abb 5: Schematisches Modell des zweiten Reparaturzy  klus. Nach Beendigung der
Translasionssynthese wird das aus der Helix herausgedrangte Monoaddukt durch NER aus
der DNA entfernt.

Nach Induktion von Laser-lokalisierten ICL wird der Beginn des zweiten
Reparaturzyklus durch die Rekrutierung von DDB2 zur Schadensstelle eingeleitet
(Muniandy et al., 2009). Die Entfernung des Monoaddukts selbst wird anschlie3end
wahrscheinlich durch die NER durchgefuhrt (Cipak et al., 2006). Die folgende
Reparatur des offenen DSB beruht hauptsachlich auf der HR, eingeleitet durch die
Endresektion des 5'-Endes (Niedernhofer et al., 2005; Patel and Joenje, 2007).
Monoubiquitinyliertes FANCD2 wirkt auf viele Weisen stimulierend auf die HR. So
reguliert es einige HR-assoziierte Funktionen von BRCA2/FANCD1 und colokalisiert
mit RAD51 und BRCAL (Garcia-Higuera et al., 2001; Hussain et al., 2004). Des
Weiteren interagiert FANCD2 mit TIP60, einer Histondesacetylase, welche durch
Acetylierung von ATM eine bedeutende Rolle in der HR besitzt (Hejna et al., 2008;
Ikura et al., 2000; Squatrito et al., 2006; Sun et al., 2005). Die HR wird in Kapitel

2.3.3 genauer beschrieben.

2.4 Histon-Desacetylasen

Histon-Desacetylasen (HDACS) katalysieren die Entfernung von an e-Aminogruppen
(e-NHs"-Gruppen) gebundenen Acetyl-Resten verschiedenster zellularer Proteine
(Spange et al., 2009; Witt et al., 2009). Aus diesem Grund werden sie auch haufig
als Lysin-Desacetylasen (KDACs) bezeichnet. Ihre Benennung rihrt daher, dass
Histone ihre ersten identifizierten Zielproteine waren (Inoue and Fujimoto, 1969).
HDACs werden aufgrund ihrer phylogenetischen Konservierung in vier
Hauptklassen eingeteilt (Gregoretti et al., 2004):

- Klasse I: HDAC1, 2, 3und 8

- Klasse lla: HDAC4, 5, 7 und 9
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- Klasse I1b: HDAC6 und 10

- Klasse 1lI: SIRTY, 2, 3,4, 5,6 und 7

- Klasse 1V: HDAC11
Die Klassen I, Il und IV werden als klassische HDACs bezeichnet (de Ruijter et al.,
2003). Sie sind Zink-abhangige Desacetylasen und strukturell mit den HDAL
(Histone deacetylase 1)/Rpd3-Proteinen aus S. cerevisiae verwandt (Yang and
Seto, 2008). Klasse I-HDACs sind Bestandteil von Multiproteinkomplexen und
vorwiegend im Nukleus lokalisiert, wo sie vor allem als Transrepressoren agieren,
welche die Genexpression auf epigenetischer Ebene regulieren (Yang and Seto,
2008). Die Unterklasse der lla-HDACs besitzen eine Kernimport- und -export-
Sequenz. lhre Assoziation mit Bindungspartnern ist stark abhangig von ihrem
Phosphorylierungsstatus und reguliert ihre subzelluldre Lokalisation (Verdin et al.,
2003; Yang and Gregoire, 2005). Durch diese Eigenschaft spielen sie eine wichtige
Rolle bei der Signaltransduktion zwischen Zytoplasma und Nukleus (Yang and Seto,
2008). HDACEG ist die besser Erforschte der beiden Klasse IIb-HDACs. Sie ist
vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert, wo sie eine wichtige Rolle bei der Dynamik
des Zytoskeletts spielt (Boyault et al., 2007). lhre Aktivitdt wird ebenfalls durch
Phosphorylierung reguliert, ihr prominentestes Zielprotein ist a-Tubulin (Hubbert et
al., 2002; Matsuyama et al., 2002; Zhang et al., 2003b).
Die Klasse llI-Enzyme, auch Sirtuine (Sir ,tu“-like protein) genannt, sind Homologe
des Hefe-Proteins Sir2 (Silent information regulator 2) (Haigis and Guarente, 2006;
Yang and Seto, 2008). Sirtuine bendtigen Nikotinamid-Adenin-Dinukleotid (NAD®)
als Cofaktor (Haigis and Guarente, 2006). Sie werden ubiquitdr exprimiert und
gelten als Schlisselregulatoren der Lebensdauer und des Alterns (Kaeberlein et al.,
1999; Kennedy et al.,, 1995; Michishita et al., 2005). Dies korreliert mit der
Beobachtung, dass eine Beschrankung der Kalorienzufuhr die NAD*/NADH-Ratio
der Zelle und damit des Sirtuin-Cofaktors NAD" erhoht und die Lebenszeit von

Versuchstieren verlangert (Baur et al., 2006; Guarente and Picard, 2005).

2.4.1 Epigenetische Regulation der Genexpression du  rch Histon-
Acetyltransferasen und Histondesacetylasen

Der Begriff Epigenetik wurde 1942 durch Conrad Waddington gepragt. Epigenetik
umfasst vererbbare Veranderungen der Genexpression und des Phanotyps, welche
nicht auf Veréanderungen der DNA-Sequenz beruhen. Die prominentesten und am
besten charakterisierten Mediatoren der epigenetischen Regulation der

Genexpression sind die microRNA (miRNA)-induzierte Degradation und Repression
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der Translation von mRNAs, die Methylierung von CpG-Inseln im Promotorbereich
von Genen und die posttranslationale Modifikation der Histone (Berger, 2002; Bird,
2002; Kouzarides, 2007).

Zu den bisher bekannten Histon-Modifikationen gehdren Acetylierung (Sterner and
Berger, 2000), Phosphorylierung (Nowak and Corces, 2004), Methylierung (Sims et
al., 2003), Sumoylierung (Nathan et al., 2006), Ubiquitinylierung (Shilatifard, 2006),
Arginin-Deiminierung (Cuthbert et al., 2004), Prolin-lIsomerisierung (Nelson et al.,
2006) und ADP-Ribosylierung (Hassa et al., 2006). Die Gesamtheit des
Modifikationsmusters bildet den so genannten Histone Code, welcher einen
bestimmen biologischen Ausgang kodiert (Berger, 2002; Turner, 2002) und
Prozesse wie Transkription, Replikation, DNA-Reparatur, Chromatin-Kondensation
und Apoptose beeinflusst (Kouzarides, 2007).

Die kovalente Acetylierung der Histone férdert die Auflockerung der
Chromatinstruktur und damit die Transkription (Wang et al., 2007a). Sie wird durch
Histon-Acetyltransferasen (HATs) — den ,Gegenspielern” der HDACs — katalysiert.
HATs werden drei Hauptfamilien zugeordnet: GNATs (Gcnb-related N-acetyl
transferases), MYSTs (MOZ/YBF2/SAS2/TIP60) und CBP/p300 (CREB-binding
protein/p300) (Sterner and Berger, 2000). Sie Ubertragen eine Acetyl-Gruppe von
Acetyl-Coenzym A auf die entsprechenden Lysin-Reste von Histonen. Die meisten
Acetylierungsstellen der Histone befinden sich aufgrund ihrer guten Zugéanglichkeit
an den aus dem Nukleosom hervorstehenden N-Termini (Kouzarides, 2007). Zur
Regulation der Transkription werden besonders Histone von Promotor-assoziierten
(TATA Box und Promoter proximal elements) Nukleosomen (des-)acetyliert (Sewack
et al., 2001; Turner, 2000; Urnov and Wolffe, 2001).

Die Transkriptions-hemmende Wirkung der Histon-Desacetylierung beruht auf zwei
Effekten:

1) Straffen der Chromatinstruktur (cis-aktiver Mechanismus): Durch Desacetylierung
der e-NH,—C(O)CH;—Gruppen der Histone H3 und H4 entstehen positiv geladene &-
NH;"-Gruppen. Hierdurch wird die elektrostatische Interaktion zwischen dem negativ
geladenen Zucker-Phosphat-Rickgrat der DNA und den Histonen verstarkt
(Nakatani, 2001). Dies fuhrt zu einer verminderten Akzessibilitat der DNA sowohl fur
spezielle Transkriptionsfaktoren als auch fir die basale Transkriptionsmaschinerie
(Wang et al., 2007a).

2) Ablésen von Transkriptions-fordernden Proteinen mit Bromodoméne (trans-
aktiver Mechanismus) (Jeanmougin et al., 1997): Die verminderte Fahigkeit von
desacetylierten Histonen, Proteine mit Bromodoméane (,Acetyl-Histon-Lese-

Doméane") zu binden, fuhrt zu einer verminderten Transkription. Proteine mit
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Bromodomanen fordern die Transkription durch verschiedene Mechanismen: ATP-
abhéangige Chromatin-Remodeling-Komplexe erhéhen die Akzessibilitat der DNA fur
Proteine, welche fir die Transkription bendtigt werden. Transkriptionelle
Coaktivatoren und Mediatoren besitzen ebenfalls Bromodoméanen. Des Weiteren
besitzen Histon-Acetyltransferasen selbst eine Bromodoméane und erhdhen die
Histon-Acetylierung Uber eine positive Riickkopplungsschleife (Berger, 2002; Wang
et al., 2007a, b).

HDACSs der Klasse | spielen bei der Genregulation eine besonders grol3e Rolle und
agieren in Multiproteinkomplexen mit bekannten Repressoren der Transkription wie
Sin3, RCOR (Repressor element 1-silencing transcription factor corepressor) oder
NCOR (Nuclear receptor corepressor), welche die Aktivitat der HDACs weiter
verstarken (Grozinger and Schreiber, 2002; Huang et al., 1999; Witt et al., 2009;
Yang and Seto, 2008; You et al., 2001) und Transrepressoren rekrutieren (Ayer et
al., 1995). Zudem binden sie DNA-Methyltransferasen (DNMTSs), welche CpG-Inseln
in Promotor-Regionen hypermethylieren und damit die Stilllegung eines Gens
manifestieren (Robertson et al., 2000; Rountree et al., 2000).
Histon-Desacetylierung, die fehlende Bindung von Transkriptions-férdernden
Proteinen mit Bromodomanen und die DNA-Methylierung beglnstigen und férdern
sich gegenseitig und fihren gemeinsam zur Stilllegung der Genexpression (Deaton
and Bird, 2011; Jones and Baylin, 2002; Kouzarides, 2007).

Histon-Modifikationen
HDACSs, HATs, HMTs

!

Epigenetische
: & Genregulation ~ :
Chromatin/Nukleosom- | . | DNA-Methylierung
Remodeling-Komplexe | i’ DNMTs
NURFs, SWI/SNF

Abb. 6: Zusammenspiel von DNA-Methylierung, kovalen  ten Histon-Modifikationen und
Chromatin -Remodeling bei der epigenetischen Regulation der Genexpressio n. Alle
drei Prozesse kooperieren konzertiert und begunstigen sich gegenseitig.
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2.4.2 Regulation von Nicht-Histon-Proteinen durch H ATs und

HDACs

Die posttranslationale Acetylierung von Nicht-Histon-Proteinen an e-Aminogruppen
von Lysin-Resten beeinflusst mRNA-Stabilitdt, Translation, Lokalisation, Stabilitat
und Degradation von Proteinen, sowie Protein-Protein-Interaktionen und die Aktivitat
von Enzymen und reguliert somit verschiedene zellulare Prozesse wie Proliferation,
Uberleben und Apoptose (Kramer et al., 2006; Spange et al., 2009; Xu et al., 2007).
Zu den acetylierten Proteinen gehéren Transkriptionsfaktoren, Hormon-Rezeptoren,
Chaperone, Schlusselproteine der Signaltransduktion, DNA-Reparatur-Proteine und
Proteine des Zytoskeletts (Spange et al., 2009). Diese Proteine und deren
Acetylierungsstatus werden ebenfalls durch die veranderte Expression von HDACs
und HATs wéhrend der malignen Transformation beeinflusst und tragen somit zur
Tumorprogression bei (Yang, 2004).

Folgende Tabelle gibt anhand ausgewdhlter Beispiele die biologischen
Auswirkungen der Acetylierung einige Proteine wieder (adaptiert aus Spange et al.,

2009):

Blologlsche Protein
Auswirkung
Protein - Steigerung Verminderung
Stabilitat p53, p73, c-Myc, E2F1 pRB, HIF-1a
Verstarkung :
ey p53, STAT3, E2F1, APEX, Veml':'EdN‘frl”ng
g p50 und p65 (NFKB)
Gen- Transkriptionelle Aktivierung Tr;n:lzirl/ﬁ)(t;ﬁjnnzle
expression p53, STATS3, p65 (NFkB), p73 STAT1, FOXO1, FOXO4
Protein - Verstarkung Verminderung
Interaktion STATL, STAT3, TFIIB Ku70, HSP90
Nuklearer Import
Lokalisation PCNA Nuklearer Export
Subnukleére Lokalisation CBP/p300
WRN, PCNA
MRNA- Erhdéhung Erniedrigung
Stabilitat p21 eNOS
Enzym - Erhéhung Erniedrigung
Aktivitat p300, ATM PTEN, HDAC1, MDM2

Tab. 2: Zielproteine von HDACs und HATs und

Acetylierung.
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Die durch Acetylierung ausgeloste Verminderung der Aktivitat einiger
Transkriptionsfaktoren erklart, warum die Uberexpression von HATs bzw. die
Inhibition von HDACs nicht ausschlie3lich zur Aktivierung der Transkription fuhrt
(Spange et al., 2009).

2.4.3 Desacetylierung, Histondesacetylase-Inhibitor ~ en und Krebs

Genetische und epigenetische Veradnderung tragen beide entscheidend zur
Tumorinitiation und -progression bei (Jones and Baylin, 2002; Laird, 2005).
Mittlerweile sind viele Tumorsuppressorgene und Onkogene, deren abberante
Expression durch epigenetische Mechanismen reguliert wird, bekannt (Esteller,
2007).

Die Hypoacetylierung von Tumorsupressorgenen erfolgt wahrend der malignen
Transformation verschiedenster Zelltypen (Baylin and Ohm, 2006; Fraga et al.,
2005). In Ubereinstimmung hiermit konnte gezeigt werden, dass HDACs
beispielsweise in Kolon-, Brust-, Magen-, Pankreas und Prostatakrebs
Uberexprimiert werden (Choi et al., 2001; Halkidou et al., 2004; Weichert et al.,
2008a; Wilson et al., 2006; Zhang et al.,, 2005; Zhang et al., 2004b; Zhu et al.,
2004). Eine hohe HDAC-Expression geht haufig mit einer besonders schlechten
Prognose einher (Miyake et al., 2008; Rikimaru et al., 2007; Weichert et al., 2008b).
Im Umkehrschluss fihrt die Inhibition von HDACs durch epigenetische Effekte zur
Transaktivierung von Tumorsupressorgenen (s. 2.4.1). Zudem kodnnen
Histondesacetylase-Inhibitoren  (HDACi) durch eine inhibierend wirkende
Hyperacetylierung von Transkriptionsfaktoren auch eine Repression von onkogenen
Zielgenen auslésen (s. 2.4.2). Es wurde bereits gezeigt, dass HDACi Zellzyklus-
Arrest induzieren, Angiogenese inhibieren (Carew et al., 2008; Witt et al., 2009) und
selektiv in transformierten Zellen Differenzierung und Zelltod induzieren (Bolden et
al., 2006; Gottlicher et al., 2001; Johnstone, 2002; Minucci and Pelicci, 2006; Xu et
al., 2007). Sie revertieren damit klassische Kennzeichen der malignen
Transformation und sind aus diesen Grinden viel versprechende Zielproteine in der
Tumortherapie.

Der HDACI Suberoylanid-Hydroxamsaure (SAHA, Vorinostat, Zolinza® von Merck)
wurde im Oktober 2006 von der FDA zur Mono-Therapie des kutanen T-Zell-
Lymphoms (CTCL) zugelassen (Grant et al., 2007; Khan and La Thangue, 2008).
Viele weitere HDACI befinden sich in Phase | und Il klinischer Studien zur Therapie

von verschiedenen Krebserkrankungen (Carew et al., 2008; Glaser, 2007; Stimson
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and La Thangue, 2009). Zudem wurde schon gezeigt, dass sie die Wirksamkeit
derzeitig eingesetzter zytotoxischer Agenzien und Chemotherapeutika synergistisch
verstarken kdnnen. Hierzu gehoren beispielsweise der Heatshock-Protein-90 (HSP-
90) Inhibitor 17-AAG (17-Allylamino-17-demethoxygeldanamycin), der Proteasom-
Inhibitor Bortezomib, aber auch ionisierende Strahlung und DNA-schadigende
Agenzien wie Cisplatin, Doxorubicin oder Temozolomid (Camphausen et al., 2005;
Chen et al., 2011; Kim et al., 2003; Nawrocki et al., 2006; Rahmani et al., 2003;
Rikiishi et al., 2007).

Valproinséaure (VPA), ebenfalls ein HDACI, ist ein weit verbreitetes Antikonvulsivum
und wird nun in klinischen Studien zur Anwendung als Chemotherapeutikum

geprift. Hierauf wird im folgenden Kapitel genauer eingegangen.

2.4.4 Valproinsaure

Valproinsaure (VPA) ist eine kurzkettige Fettsdure und Derivat der Valeriansaure,
welche natirlicherweise von Baldrian produziert wird. Valproinsaure wurde erstmals
1881 von B. Burton synthetisiert und mehrere Jahrzehnte lang als ,physiologisch
inertes” Losungsmittel fur verschiedenste Pharmaka verwendet. Anfang der 1960er
Jahre wurde beobachtet, dass VPA epileptische Anfalle in Nagern vermindert
(Lebreton et al., 1964). Seitdem wird sie als Antikonvulsivum zur Behandlung der
Epilepsie eingesetzt (s. 2.4.4.1). Géttlicher und Kollegen haben 2001 entdeckt, dass
VPA ein Inhibitor der Klasse I-HDACs ist und somit die Genregulation auf
epigenetischer Ebene beeinflusst (Gottlicher et al., 2001). Daher wird VPA seit
einigen Jahren als Medikament zur epigenetischen Therapie von malignen
Neoplasien erprobt (s. 2.4.3 und 2.4.4.2).

2.4.4.1 Einsatz als Antikonvulsivum

Die antikonvulsive Wirkung von VPA beruht auf der Potenzierung des
inhibitorischen ZNS-Transmitters y-Aminobuttersdure (GABA) durch verschiedene
Mechanismen wie z. B. Hemmung der GABA-Degradation und Verstarkung der
GABA-Synthese (Mesdjian et al., 1982). Des Weiteren dampft VPA die Exzitation
durch N-Methyl-D-Aspartat (NMDA) und blockiert verschiedene Na*-, Ca**- und K*-
Kanale (VanDongen et al., 1986). Aufgrund dieser Effekte und ihrer guten
Vertraglichkeit wird Valproinsaure als Mittel der ersten Wahl zur Langzeit-Therapie

fur generalisierte Formen der Epilepsie eingesetzt. Aul3erdem zeigt die
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Verabreichung von VPA Behandlungserfolge bei weiteren vor allem neurologischen
Erkrankungen wie z. B. Depression, Sucht, Migrdne und Schizophrenie (Calabrese
and Delucchi, 1989; Chateauvieux et al., 2010; McElroy et al., 1989; Smith et al.,
2010).

2.4.4.1.1 Nebenwirkungen

Im Allgemeinen ist Valproinsdure sehr gut vertraglich. Die haufigsten
Nebenwirkungen von in der Epilepsie-Therapie erreichten Serum-Spiegeln (etwa 50
- 120 mg/l, entspricht 0,3 — 0,72 mM) sind laut Packungsbeilage (Valproinsaure
ratiopharm Losung)  Thrombozytopenie, Leukopenie, Gewichts-  und
Appetitverdnderungen, Schlafrigkeit, Tremor und Paré&sthesien. Erst bei hohen
Serum-Spiegeln  treten  schwere  neurologische  Nebenwirkungen  wie
Desorientiertheit,  Schlafrigkeit und  Verwirrtheit sowie  hamatologische
Veréanderungen auf (Atmaca et al., 2007; Daud et al., 2009).

Da die Embryonalentwicklung entscheidend von epigenetischen Mechanismen
gesteuert wird, erklart die Hemmung von HDACs der Klasse | durch VPA dessen

teratogene Wirkung (Gottlicher et al., 2001; Jammes et al., 2011).

2.4.4.2 VPA als HDACI in der Krebstherapie

Die Verwendung von Valproinsaure zeigt bei der Therapie von verschiedenen
malignen Neoplasien vielversprechende Wirkungen, welche hauptsachlich auf die
Inhibition von HDACs zurlickzufthren sind (s. 2.4.3).

Im Folgenden wird genauer auf Publikationen eingegangen, welche die
Potenzierung von DNA-schadigenden Agenzien durch eine Kombination mit VPA
beschreiben.

Chen et al. zeigten eine Potenzierung der durch TMZ-induzierten Apoptose durch
Kobehandlung von Glioblastomzellen mit VPA und flhren dies auf vermehrten
oxidativen Stress zurtick (Chen et al., 2011). Vor allem Klinische Studien zur
Therapie von hamatologischen Krebserkrankungen zeigten, dass eine VPA-
Monotherapie oder Kombinationstherapie mit dem Agenz all-trans-Retinsdure
(ATRA) oder Decitabin positive Resultate erzielen (Bug et al., 2005; Garcia-Manero
et al.,, 2006; Inoue et al., 2005; Kuendgen et al., 2006; Kuendgen et al., 2004;
Pilatrino et al., 2005; Raffoux et al., 2005). Die Kombination aus VPA und dem DNA-
Methyltransferase (DNMT)-Inhibitor 5-Azazytidin als ,epigenetische Therapie”
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erwies sich in Klinischen Studien bisher am erfolgreichsten (Soriano et al., 2007;
Voso et al., 2009).

Zur Therapie von soliden Krebserkrankungen mit VPA wurden ebenfalls klinische
Studien durchgefuhrt, wobei hier haufig eine Kombination aus VPA und einem oder
mehreren DNA-schadigenden Agenzien verabreicht wurde. So fuhrten Minster et
al. eine klinische Phase I/ll-Studie durch, welche die klinische Relevanz von VPA als
HDACi bei der Therapie von soliden Tumoren demonstrierte. Durch die
Verabreichung von VPA zusammen mit Epirubicin bzw. mit FEC100 (5-Fluoruracil,
Epirubicin und Cyclophosphamid) wurden beachtliche Erfolge bei der Therapie von
fortgeschrittenen ~ Tumoren  verschiedener  Art erzielt. 5 wvon 15
Brustkrebspatientinnen erfuhren eine Vollremission, 8 Patientinnen zeigten
Teilremission (Munster et al., 2009; Munster et al., 2007).

In einer weiteren Klinischen Phase I-Studie wurden Brustkrebspatientinnen einer
.epigenetische Vorbehandlung® mit VPA und dem DNMT-Inhibitor Hydralazin vor
der eigentlichen Chemotherapie mit Cyclophosphamid und Doxorubicin unterzogen.
Die Gesamtansprechrate betrug 81%, wobei 5 von 15 Patientinnen eine Voll- und 8
Patientinnen Teilremissionen erfuhren (Arce et al., 2006).

Eine Klinischen Phase I/lI-Studie von Daud et al. galt der Untersuchung einer
mdglichen Potenzierung der Wirkung des Topoisomerase I-Inhibitors Karenitecin
durch eine zusatzliche Verabreichung von VPA bei Patienten mit metastasierendem
malignen Melanom (Daud et al., 2009). Bei 47% der Patienten wurde eine
Stabilisierung der Erkrankung erreicht. Im Gegensatz hierzu konnte eine Klinische
Phase I/lI-Studie zur Untersuchung des Einflusses von VPA auf die Standard-
Chemoimmuntherapie aus DTIC und IFN-a bei Patienten mit fortgeschrittenem
malignen Melanom keine Potenzierung der Therapie nachweisen (Rocca et al.,
2009).

2.5 Zelltod

Um die Homdostase in einem adulten Organismus zu erhalten, muss jede
Zellverdopplung mit der Elimination einer anderen Zelle einhergehen. Zudem
missen Zellen, welche ihre Funktion aufgrund (intra)zelluldarer Schaden nicht mehr
erfillen kdnnen oder eine Gefahr fur den Gesamtorganismus darstellen, eliminiert
werden. Aufgrund intensiver Forschungsarbeit der letzten Jahrzehnte sind
verschiedene Zelltod-Modi entdeckt worden. Zu den Prominentesten gehéren die

Apoptose, die Nekrose und der Autophagie-assoziierte Zelltod, welche sich sowohl
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in ihren spezifischen Auslésern, ihren biochemischen Vorgéangen und der zellularen
Morphologie deutlich voneinander unterscheiden (Hotchkiss et al., 2009).

Sind durch Chemotherapeutika induzierte DNA-Schaden irreparabel (s. 2.3), stellen
diese Schaden einen klassischen Apoptose-Induktor dar (Elmore, 2007; Roos and
Kaina, 2006). Zudem determiniert die Fahigkeit einer Tumorzelle, DNA-Schadens-
induzierte Apoptose auszulésen, das Ansprechen des Tumors auf die
Chemotherapie entscheidend. Aufgrund dessen wird im Folgenden die Apoptose

genauer beschrieben.

2.5.1 Apoptose

Als Antwort auf das Fehlen trophischer Faktoren oder auf intrazelluldre Schaden
aktivieren Zellen ein Suizidprogramm, die Apoptose (Raff, 1992). Sie ist ein
hochkonservierter Prozess, welcher bereits bei Protozoen zur Elimination von mit
Pathogenen infizierten Zellen dient, um so die Gesamtpopulation zu schitzen
(Ameisen, 1996).

Die Apoptose ist durch charakteristische morphologische und biochemische
Veranderungen gekennzeichnet, die sie von anderen Zelltod-Arten unterscheidet
(Castedo et al., 2002; Galluzzi et al., 2007; Kroemer et al., 2005; Kroemer et al.,
2007).

Zu den klassischen morphologischen Verénderungen gehodren das Schrumpfen der
Zellen und des Zellkerns, die Kondensation des Chromatins (Pyknose), gefolgt vom
Zerfall des Zellkerns (Karyorrhexis) und das abschlieende Abschniren von
apoptotische Korperchen, welche die Zellinhalte umschlie3en. Die Aktivierung von
Caspasen (Cysteinyl aspartic acid-protease), der Konsum von ATP, die Freisetzung
von Cytochrom c ins Zytoplasma, die Exposition des Membran-Phosphoglycerids
Phosphatidylserin und nukleosomale Fragmentierung der DNA durch Caspase-
aktivierte DNasen (CAD) sind Beispiele fir klassische biochemische Merkmale der
Apoptose (Gogvadze et al., 2006; Hacker, 2000; Stennicke and Salvesen, 1998;
Wyllie, 1980), welche allerdings nicht alle notwendigerweise gemeinsam auftreten
missen. In der Regel wird durch Sekretion von anti-inflammatorischen Zytokinen
und Phagozytose der apoptotischen Korperchen eine Entzindungsreaktion
unterbunden (Kerr et al., 1972; Kurosaka et al., 2003; Savill and Fadok, 2000).

Bei vielen Entwicklungsprozessen ist die Apoptose ein physiologischer Vorgang.
Hierzu gehort beispielsweise die Entwicklung des Nervensystems, bei dem

Uberschissig produzierte Neuronen durch Apoptose beseitigt werden (Nijhawan et
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al., 2000). Allerdings liegt der Deregulation der Apoptose auch der Pathophysiologie
einiger Erkrankungen zu Grunde. So ist die Unfahigkeit einer Zelle, Apoptose zu
induzieren, ein bedeutendes Malignitatsmerkmal und mit dem Scheitern der
Chemotherapie assoziiert (ElImore, 2007). Das Gegenteil, die exzessive Induktion
der Apoptose, ist beispielsweise Grundlage verschiedener neurodegenerativer
Erkrankungen wie der Alzheimer-Demenz (Elmore, 2007; Ethell and Buhler, 2003).

In S&ugern unterscheidet man zwei klassische Apoptose-induzierende Signalwege:
den intrinsischen (mitochondrialen) und den extrinsischen (Rezeptor-) Signalweg.
Aufgrund der Bedeutung dieser beiden Signalkaskaden fiir die Responsivitat von
Tumorzellen auf eine Chemotherapie und die zahlreichen Resistenz-vermittelnden
Modifikationen ihrer Schliisselkomponenten sollen diese beiden Signalkaskaden im

Folgenden genauer vorgestellt werden.

2.5.1.1 Extrinsischer Signalweg

Bei der Induktion von Apoptose Uber den intrinsischen Signalweg werden so
genannte Todes-Rezeptoren (DR, Death receptor), Transmembranrezeptoren der
Tumor-Nekrose-Faktor (TNF)-Superfamilie, aktiviert (Locksley et al., 2001). Ihre
Liganden werden entweder para- oder autokrin sezerniert oder sind in der
Zellmembran von z. B. zytotoxischen T-Zellen verankert. Anhand des am besten
charakterisierten Rezeptor-Liganden-Paares, FAS (CD95, Apo-1) und FASLG, wird
im Folgenden die Signalkaskade genauer beschrieben.

Nach Bindung des trimeren Liganden kommt es zur Aggregation der Rezeptoren,
welche nun (Ober ihre intrazellulare Todesdoméne (Death domain) das
Adapterprotein FADD (Fas-associated death domain) rekrutieren (Ashkenazi and
Dixit, 1998). FADD dimerisiert durch Interaktion der Todeseffektor-Doméanen (DED,
Death effector domain) beider Proteine mit Procaspase-8 und komplettiert so den so
genannten DISC (Death-inducing singalling complex) (Kischkel et al., 1995). Durch
die so ermdglichte Dimerisierung der Procaspase-8 erfolgt die aktivierende
Autoproteolyse dieser als Zymogen vorliegenden Initiator-Caspase (Ashkenazi and
Dixit, 1998; Nicholson, 1999). Die Aktivierung der Effektor-Caspasen-3, -6 und -7
mittels proteolytischer Spaltung durch Caspase-8 initiert die Exekution der
Apoptose, worauf in Kapitel 2.5.1.3 genauer eingegangen wird.

Durch die Spaltung von BID zu tBID (truncated BID) kann der extrinsische
Signalweg auf den intrinsischen koppeln und so die apoptotische Antwort
amplifizieren (Li et al., 1998a). tBID transloziert zu den Mitochondrien und fordert

dort die Homooligomerisierung von Bax und Bak und damit die Permeabilisierung
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der Mitochondrien-Membran (Kim et al., 2006; Ren et al., 2010; Wei et al., 2001;
Willis et al.,, 2007), welche der kritische Schritt des intrinsischen Apoptose-
Signhalwegs ist (s. 2.5.1.2).

0O°-Methylguanin und andere DNA-Schaden kénnen zu einer Aktivierung des
extrinsischen Signalwegs flhren (Roos and Kaina, 2012). In diesem
Zusammenhang wurde in unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass sowohl in
Lymphozyten als auch in Glioblastom- und Melanomzellen die Induktion von
Apoptose durch O°-methylierende Agenzien (s. 2.2.1) stark von der
Funktionsfahigkeit des extrinsischen Signalwegs abhangt (Roos et al., 2004; Roos
et al., 2007; Roos et al, 2011). Die Deregulation von Komponenten des
extrinsischen Signalwegs tragt somit zur Resistenz gegeniiber DNA-schadigenden

Chemotherapeutika bei.

2.5.1.2 Intrinsischer Signalweg

Todesrezeptor-unabhangige Stimuli wie die Depletion von Wachstumsfaktoren, ER
(Endoplasmatisches Retikulum)-Stress, DNA-Schaden oder Zytokine kénnen den
intrinsischen Apoptose-Signalweg, der wegen der zentralen Rolle der Mitochondrien
auch mitochondrialer Signalweg genannt wird, auslésen (Joza et al., 2002). Diese
Stimuli beeinflussen die Anfélligkeit von Zellen gegeniiber Apoptose, indem sie u. a.
das zytoplasmatische Verhdltnis zwischen pro- und antiapoptotischen Proteinen der
BCL-2 (B-cell Ilymphoma 2)-Familie und deren subzelluldre Lokalisation
beeinflussen (Cory and Adams, 2002). Das namensgebende Kennzeichen des
mitochondrialen Apoptose-Signalwegs ist die Permeabilisierung der aulieren
Mitochondrienmembran (MOMP, Mitochondria outer membrane permeabilisation)
durch noch nicht vollstandig verstandene Mechanismen (Chipuk et al., 2006).
Hierbei spielen die proapoptotischen BCL-2-Proteine BAK und BAX eine wichtige
Rolle. Ein Modell schlagt vor, dass BAK- und BAX-Oligomere Poren innerhalb der
auReren Mitochondrienmembran bilden (Chipuk et al., 2006; Javadov and
Karmazyn, 2007). In einem zweiten Modell fordert BAX die Offnung der
Permeabilitats-Transitions-Pore (PTP), einem Kanal bestehend aus VDAC (Voltage-
dependent anion channel), CYPD (Cyclophilin D) und ANT (Adenine nucleotide
translocator), welcher eigentlich dem transmembrandsen Transport von Nukleotiden
und anderen kleinen Molekulen dient (Crompton, 1999; Shimizu et al., 1999;
Shimizu et al., 2000; Vairo et al., 2000). BAX und BAK l6sen so den Verlust des
Membranpotenzials und die Freisetzung von proapoptotischen Faktoren aus dem

mitochondrialen Intermembranraum aus (Saelens et al., 2004).
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Name Funktion
Cytochrom ¢ Assemblierung des Apoptosoms
Smac/DIABLO * Inhibition von 1APs (Inhibitors of apoptosis proteins)
HtrA2/Omi ** Inhibition von 1APs (Inhibitors of apoptosis proteins)
T Chromatin-Kondensation (Stadium ), Rekrutierung von
Endonukleasen
Endonuk lease G Oligonukleosomale DNA-Fragmentierung
CAD**** Chromatin-Kondensation (Stadium Il), DNA-Fragmentierung

Tab. 3: Wahrend der Apoptose freigesetzte mitochond riale Proteine und ihre
Funktionen. *Second mitochondrial activator of caspases/direct IAP binding protein with low
isoelectric point, **High temperature requirement A2/ serine protease Omi protein A2,
***Apoptosis inducing factor, ***Caspase-activated DNase

Diese hierbei freigesetzten Proteine und ihre Funktionen werden in der folgenden
Tabelle aufgefihrt (Elmore, 2007):

Analog zum DISC beim extrinsischen Apoptose-Signalweg ist die molekulare
Plattform zur Initiation der Caspase-Kaskade beim intrinsischen Signalweg das
Apoptosom (Rodriguez and Lazebnik, 1999; Wang, 2001). Voraussetzung fur seine
Assemblierung ist die Freisetzung von Cytochrom c ins Zytosol, welches an APAF-1
bindet und dessen Speichen-férmige, heptamere, dATP-abhangige
Oligomerisierung induziert. APAF-1 rekrutiert Uber seine N-terminale CARD
(Caspase recruitment domain) die Initiator-Caspase des intrinsischen Sighalwegs,
die Procaspase-9. Sie liegt, wie die anderen Caspasen auch, als Zymogen vor und
wird durch autoproteolytische Prozessierung aktiviert (Srinivasula et al., 1998;
Wang, 2001). Nun initiiert Caspase-9 die Exekution der Apoptose durch Aktivierung
der Effektor-Caspasen -3, -6 und -7 (s. 2.5.1.3) (EImore, 2007).

Der mitochondriale Apoptose-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der
Elimination von Zellen mit irreparablen DNA-Schaden (Bitomsky and Hofmann,
2009; Roos and Kaina, 2006). Durch die DNA-Schadensantwort wird p53 aktiviert,
welches durch direkte Protein-Protein-Interaktion oder durch Transaktivierung von
Genen wie Bax und Apaf-1 starken Einfluss auf den intrinsischen Signalweg nimmt
(Hakem et al., 1998; Jeffers et al., 2003; Michalak et al., 2005; Youle and Strasser,
2008).
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2.5.1.3 Exekution der Apoptose

Nach Aktivierung der als Dimer vorliegenden Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 mittels
proteolytischer Prozessierung durch die Initiator-Caspasen-9, -8 und -10 spalten
diese spezifische Zielproteine und filhren so zu den typischen biochemischen und
morphologischen Merkmalen der Apoptose (s. 2.5.1) (Elmore, 2007; Salvesen and
Riedl, 2008). Die Aktivitat von Effektor-Caspasen kann beispielsweise durch die
Bindung von IAPs oder die Phosphorylierung durch AKT negativ reguliert werden
(Cardone et al., 1998; Yang and Li, 2000). Effektor-Caspasen spalten eine Vielzahl
von Proteinen, welche hierdurch aktiviert oder inaktiviert werden konnen. Proteine,
welche flr die strukturelle Integritat der Zelle verantwortlich sind und durch
Caspasen inaktiviert werden, sind z. B. Vimentin, Plectin und Gelsolin. lhre Spaltung
geht mit dem Verlust der Zellintegritat und —morphologie einher (Ho and Hawkins,
2005; Lamkanfi et al., 2007). Die Spaltung des Inhibitors von CAD (ICAD) initiiert die
nukleare Translokation von CAD und damit die Fragmentierung der DNA. Weitere
Proteine, die typischerweise wahrend der Apoptose durch Caspasen gespalten
werden, sind das DNA-Reparaturprotein PARP und der Zellzyklusregulator p21 (Ho
and Hawkins, 2005; Lamkanfi et al., 2007).

2.5.2 Nekrose

Der nekrotische Zelltod wird primar als passive Reaktion auf eine traumatische
Schadigung von Zellen oder Geweben, welche ohne den Konsum von ATP
stattfindet, angesehen. Ob eine Zelle durch Nekrose oder einen anderen
Zelltodmechanismus stirbt, hdangt auch stark von der Art des Zelltodsignals, dem
Gewebetyp, dem Entwicklungsstadium und dem physiologischen Kontext ab.
Klassische Nekrose-Ausloser sind die Schadigung der Zellmembran, massiver
DNA-Schaden und die Stérung der Energieversorgung der Zelle (Jagtap and Szabo,
2005).

Typische morphologische Merkmale sind das Anschwellen der Zellen, Karyolyse,
Pyknose, Karyorrhexis und die Zerstérung der Zellmembran, begleitet von der
Freisetzung des Zytoplasmas in das umgebende Gewebe und einer
inflammatorischen Reaktion (Searle et al., 1982; Wyllie et al., 1980). Biochemische
Merkmale sind das Ansteigen der zytoplasmatischen Ca®*-Konzentration und
Reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS), das Absinken des zellularen pH-Wertes und
ATP-Depletion (Golstein and Kroemer, 2007).
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In den letzten Jahren wurde entdeckt, dass die Nekrose, wie die Apoptose auch,
kontrolliert verlaufen kann. So spielt die Kinase RIPK1 (Receptor-interacting serine
threonine kinase 1) bei gleichzeitiger Inhibition von Caspasen eine essentielle Rolle
bei der Induktion von Nekrose als Antwort auf die Stimulation von Rezeptoren der
TNF-Superfamilie (Christofferson and Yuan, 2010; Moquin and Chan, 2010). Auch
bei der Nekrose-Induktion durch massiven DNA-Schaden ist RIPK1 ein zentrales
Protein. RIPK1 erkennt die hierbei ausgeltste Hyperaktivierung von PARP1 (z. B.
durch DSB), welche ATP-Depletion und irreversible Beeintrachtigung des

Energiehaushalts zur Folge hat (Jagtap and Szabo, 2005).

2.6 Ziel der vorliegenden Arbeit

Die mediane Uberlebenszeit von Patienten mit metastasierendem malignem
Melanom betragt nur 6 Monate. Sie kann aufgrund der hohen intrinsischen
Resistenz der Tumore durch Chemotherapie kaum verlangert werden. Die der
Zytostatika-Resistenz  zugrunde liegenden Mechanismen sind weitgehend
unbekannt.

Um den Therapieerfolg zu erhdhen ist es daher dringend erforderlich, die
molekularen Grundlagen der Resistenz aufzuklaren und neue Therapie-
madglichkeiten zu entwickeln.

Das methylierende Agenz TMZ und das CNU-Derivat FM werden haufig bei der
Therapie des metastasierenden malignen Melanoms eingesetzt. In der folgenden
Arbeit sollen zellulare Parameter, welche die Resistenz gegentber dem ICL-
induzierenden Agenz Fotemustin vermitteln, identifiziert werden. Hierzu sollen vier
Melanom-Zelllinien (D05-Mel, D14-Mel, A375 und RPMI-7951) bezlglich einer
Korrelation zwischen p53, welches in Melanomen selten mutiert ist, und dem
Ansprechen auf die Alkylanzien-Behandlung untersucht werden. Ferner ist
beabsichtigt, den Einfluss von FM auf die Expression von DNA-Reparatur-Genen,
welche in der Reparatur von FM-induzierten DNA-Schaden involviert sein kénnten,
zu analysieren. Die Rolle potenzieller Kandidatengene soll anschlieRend mithilfe von
RNA-Interferenz verifiziert werden. Die in vitro gewonnen Daten sollen in einem
translationalen Ansatz auf das Mausmodell Ubertragen werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit befasst sich mit Moglichkeiten zur Sensitivierung von
Melanomzellen gegentiber Alkylanzien. Die zugrunde liegende Arbeitshypothese
beruht auf den Tatsachen, dass Krebszellen im Laufe ihrer Entwicklung

Tumorsuppressorgene epigenetisch stilllegen (epigenetic silencing) und in der
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Literatur bereits Wirkungs-potenzierende Effekte von HDACi auf DNA-schadigende
Agenzien beschrieben wurden. Hierbei soll untersucht werden, ob der in der
Epilepsie-Therapie eingesetzte und gut vertragliche Wirkstoff VPA, welcher ein
HDAC-Inhibitor ist, menschliche maligne Melanom-Zelllinien gegeniber
Temozolomid und Fotemustin sensitiviert.

An den Zelllinien D05-Mel, D14-Mel, A375 und RPMI-7951 soll ein mdglicher
sensitivierender Effekt von VPA gegenitber den beiden Alkylanzien untersucht
werden. Hierbei ist von Interesse, ob die Sensitivierung, ausgelést durch die VPA-
Behandlung, verstarkt zur Induktion von Apoptose oder Nekrose fihrt.
Darauffolgende Versuche dienen der Identifikation Sensitivierungs-vermittelnder
Parameter wie Regulation von Zellzyklus und Apoptose. So soll analysiert werden,
ob VPA Zellzyklusverteilung oder Verdopplungszeit der Zellen beeinflusst und so
sensitivierend wirkt. Des Weiteren soll untersucht werden, ob der FAS (CD95, Apo-
1)-abhéngige extrinsische Apoptose-Signalweg in der Sensitivierung involviert ist.
Mdgliche durch VPA regulierte Gene, deren Regulation Resistenz und Sensitivitat

beeinflussen kdnnten, sollen mithilfe eines PCR-Arrays identifiziert werden.
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3 Material

3.1 Geréate und Hilfsmittel

Blot-Kammer, Trans Blot Cell Bio-Rad, Miinchen
Blot-Kammer, Mini Trans Blot Cell Bio-Rad, Minchen
Brutschrank

Hera Cell 150 flr Saugerzellen Heraeus, Hanau

Typ B fur Bakterien Heraeus, Hanau
Durchflusszytometer, FACSCalibur BD Biosciences, Heidelberg

Einfrierbox, Cryo 1°C Freezing Container Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts
Elektrophoreseapparaturen
Agarosegel~, Wide Mini-Sub Cell Bio-Rad, Minchen
SDS-PAGE-~, Mini Protean 3 Cell Bio-Rad, Minchen

Comet Assay~, 41-2025 Peqglab, Erlangen
Entwicklungskassette Appligene, Heidelberg
Feinwaage Sartorius, Gottingen

Flussigszintillationsz&hler, TriCarb 2100TR Canberra Packard Central Europe,

Schwadorf, Osterreich

Gefrierschrank Thermo Fisher Scientific, Waltham,

- 80 °C, Forma 905 USA

- 20°C, Premium NoFrost Liebherr, Ochsenhausen
Heizblock, Thermostat 5320 Eppendorf, Hamburg
Infrarot-Abbildungsanlage, Odyssey LI-COR Biosciences, Bad Homburg
Magnetrtihrer, MR 2000 Heidolph, Schwabach
Mikroplatten Leser, Sunrise RC TS/TW Tecan, Crailsheim
Mikroskope Zeiss, Jena

Axiovert 35 Olympus, Hamburg

BX 50 Nikon, Dusseldorf

Microphot-FXA Zeiss, Jena

Telaval 31 Zeiss, Jena

Wilovert A Hund, Wetzlar
Neubauer-Zahlkammer Marienfeld, Lauda-Kdnigshofen
PCR-Geréate

My Cycler Thermal Cycler Bio-Rad, Miinchen
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MyiQ Single Color RealTime
PCR Detection System
pH-Meter, pH525
Photometer, BioPhotometer
Pipetten, Pipetman (P10, P20, P200,
P1000)
Pipettierhilfe, Pipetboy acu
Proteintransferkammer, Trans-Blot Cell
Schiittelinkubator
Schwingmiihle
Spannungsquellen
200/2.0 Power Supply

Power Pac 200/300

Spektrophotometer, Nanodrop ND-1000
Sterilbanke
CLASSII A/B3, NUAIR

Hera safe

Transilluminator, InGenius

Uberkopfschiittler, Eigenbau

Ultraschallbad, Sonorex RK102P
Ultraschallstab, Sonifier Cell Disruptor B15
UV-C-Quelle NSE 11-270
Vakuumpumpe N022 AN.18
Vortexer, Vortex Genie
Wasserbad, 3044
Wippschdttler, Certomat TC2
Zentrifugen
Megafuge 1.0
Kuhlzentrifuge, Megafuge 1.0R
Tischzentrifuge, DW41
Tischzentrifuge, Galaxy Mini
Zelltank (N,) Locator 6+

3.2 Chemikalien

2-(4-[2-Hydroxyethyl]-1-Piperazinyl)-
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Bio-Rad, Miinchen

WTW, Weilheim
Eppendorf, Hamburg
Gilson, Middleton, USA

IBS, Fernwald
Bio-Rad, Minchen
Braun Biotech. Int., Melsungen

TissuelLyser, Retsch, Haan

Bio-Rad, Miinchen
Bio-Rad, Miinchen

Peglab Biotechnologie, Erlangen

Zapf, Sarstedt

Heraeus, Hanau

Syngene, Cambridge, UK
Werkstatt, Universitatsmedizin,
Mainz

Bandelin, Berlin

Branson, Dietzenbach

Philips, Hamburg

KNF Neuberger, Freiburg
Bender & Hobein, Gera
Kdttermann, Uetze-Hanigsen

Braun, Melsungen

Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau
Qualitron, Korea
Merck Eurolab, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Sigma-Aldrich, Steinheim
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Ethansulfonsaure (HEPES)

Acrylamid/Bisacrylamidldsung (AA/BA) 40%

Ammoniumpersulfat (APS)

para-Cumarsaure

B-Mercaptoethanol

Coomassie Brilliant Blue R-250

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

Entwicklerlésung

Essigsaure (CH;COOH)

Ethanol absolut (EtOH)

Ethidiumbromidlésung (1%, 10 mg/ml)

Ethylendiamintetraacetat Dinatriumsalz

Dihydrat (EDTA)

Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)

Fixiererlosung

Glycerin ~87%

Glycin

Isopropanol

Kaliumhydroxid (KOH)

Kaliumchlorid (KCI)

Kalziumchlorid (CaCl,)

Luminol

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Magnesiumsulfat (MgSO,)

Methanol (MeOH)

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Natriumhydroxid (NaOH)

Natriumphosphat dibasisch Dihydrat
(Na;HPOQO, - 2 H,0)

PBS-Salzmischung

Polyethylenglykol 400 (PEG)

Ponceau S

Propidiumiodid (P1)

Proteinase Inhibitor Cocktail Complete™

Salzsdure (HCI)
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Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Kodak GBX, Rochester, USA

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Kodak GBX, Rochester, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim

Biochrom, Berlin

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche, Mannheim

Roth, Karlsruhe
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Szintillationslésung, Rotiszint eco plus
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Trichloressigsaure (TCA)

Trishydroxymethylaminomethan (Tris Base)

Tween 20 (Polysorbat 20)
Triton X-100
Wasserstoffperoxid 30% (H,O,)

3.3 Verbrauchsmaterialien

6/24/48/96-Loch-Zellkulturplatten
Chemilumineszenz-Filme

Deckglaser 24x50 mm
Durchflusszytometer-Analysenréhrchen
Einmalspritzen

Einmalpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)
Kryoréhrchen (2 ml)
Nitrozellulose-Membran Protran®
Objekttrager

Pasteurpipetten
PCR-ReaktionsgefalRe (0,2 ml) MultiUltra
Tubes

PCR-Platten, 96-Loch

Petrischalen

Pipettenspitzen (weil3, gelb, blau)
Pipettenspitzen, Tip One, gestopft,
repellierend

Reaktionsgefalle 15 ml + 50 ml
Reaktionsgefalie 0,5 ml, 1,5 ml + 2 ml
Spritzenfilter, Rotilabo 0,45 uM
Transferpapier (1 mm)
Zellkultur-Schalen und -Flaschen, steril

Zellschaber

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-One, Frickenhausen
GE Healthcare, Minchen
Diagonal, Minster

Sarstedt, Nimbrecht
Norm-Ject, Tuttlingen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Whatman, Dassel

Diagonal, Minster

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Bio-Rad, Miinchen

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Star Lab, Ahrensburg

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

3.4 Kits, Assay s und gebrauchsfertige Mixe

Effectene® Transfection Reagent

Mykoplasmen-Detektionskit (PCR-basiert)
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Qiagen, Hilden

Minerva Biolabs, Berlin
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Nucleobond AX 100 Macherey-Nagel, Diren
Nucleospin® RNA I Macherey-Nagel, Diiren
Roti Load 4 x (SDS-Ladepuffer) Roth, Karlsruhe
SYBR®GreenER™ gPCR SuperMix for Invitrogen, Karlsruhe
iCycler®

Tag DNA Pol Master Mix RED Biomol, Hamburg
Verso cDNA Kit ABgene, Hamburg

Die Anwendung der aufgelisteten Systeme fand, falls nicht gesondert vermerkt,

nach Angaben des Herstellers statt.

3.5 Inhibitoren, Aktivatoren und biologische Substa nzen

Agar (Pulver) Invitrogen, Karlsruhe
Agarose Roth, Karlsruhe
Ampicillin-Natriumsalz Roth, Karlsruhe

AnnexinV-FITC (Fluoresceinisothiocyanat)  Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Kalbsthymus-DNA (*H-markiert) Sigma-Aldrich, Steinheim
LB-Medium, Pulver Roth, Karlsruhe

Low melting point (LMP)- Agarose Invitrogen, Karlsruhe
Milchpulver Frema Reform, Granovita
Natriumfluorid (NaF) Sigma-Aldrich, Steinheim
Natriumorthovanadat (NazVO,) Sigma-Aldrich, Steinheim
0°-Benzylguanin (O°BG) Sigma-Aldrich, Steinheim
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Sigma-Aldrich, Steinheim
Proteinase Inhibitor cocktail CompleteT'\’I Roche, Mannheim
Rinderserumalbumin, Fraktion V (BSA) Roth, Karlsruhe
Valproinsaure (VPA) Sigma-Aldrich, Steinheim

3.6 Chemotherapeutika/Gentoxische Substanzen

[®H]-Methyl-N-Nitrosoharnstoff ([*H]-MNU) GE Healthcare, Miinchen
Fotemustin (Muphoran®) Servier Research

1-(2-chloroethyl)-3-(1-diethoxyphosphorylethyl)-1- Isné?rzgag?ggll(’rg:gﬁ lly-sur-
nitrosourea (IUPAC-Nomenklatur) '
Temozolomid (Temodar®) Schering-Plough, Miinchen

3-methyl-4-oxoimidazol[5,1-d][1,2,3,5]tetrazine-8-
carboxamide (IUPAC-Nomenklatur)
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3.7 Puffer und Lésungen

Es folgt eine Auflistung aller verwendeten Puffer und Lésungen. Falls nicht

besonders vermerkt, wurden diese in ddH,O angesetzt.

Agarose-Gellésung

Annexinbindepuffer

APS-L6sung 10% (w/v)

Bradford-Reagenz

BSA-Blocklosung

Chemilumineszenz-Lésung

Einfriermedium

Elektrophorese-Puffer
(ICL Comet Assay)

DTT Stammlésung 1 M
Fraktionierungspuffer A

Fraktionierungspuffer B und Lysepuffer fur

fur Gesamtzellextrakte
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1 - 3% Agarose

90 mM Tris

90 mM Borséaure

1,25 mM EDTA

0,7 pg/ml Ethidiumbromid
10 mM HEPES

140 mM NacCl

2,5 mM CaCl,

0,1% BSA

pH 7,4

1gAPS ad 10 ml H,O

8,5% Phosphorséure,
4,75% Ethanol,

1% Coomassie blue G250
(anschlieRend gefiltert)
5% BSA

20 mM Tris

137 mM NacCl

0,1% Tween

pH 7,6

0,1 M Tris, pH 8,5

1,25 pM Luminol

200 mM para-Cumarsaure
0,15 %o H,0,

90% FCS

10% DMSO

300 mM NaOH

1 mM EDTA

pH >13

154,25 mg ad 1 ml H,O
10 mM HEPES-KOH pH 7,4
100 uM EDTA

1 mMEGTA

250 mM Sucrose

frisch hinzugegeben:

10 uM DDT

0,5 mM PMSF

1mM N33VO4

1 x Proteinase inhibitor cocktail
Complete™

20 mM Tris-HCI pH 8,5

1 mM EDTA

1 mM B-Mercaptoethanol
5% Glycerol

frisch hinzugegeben:

10 uM DTT

0,5 mM PMSF

1mM N33VO4
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Lysepuffer ICL Comet Assay

Milch-Blocklésung

Natriumfluorid Stammlésung 500 mM
Natriumorthovanadat Stammlésung 200 mM

Neutralisations-Puffer

(ICL Comet Assay)

PMSF Stammlésung 200 mM
Ponceau S-L6sung

Propidiumiodid-Lésung
Reaktionspuffer MGMT-Assay

SDS-PAGE-Puffer

SDS-PAGE Sammelgel (4%)

SDS-PAGE Trenngel

TE-Puffer (Tris-EDTA-Puffer)

Transferpuffer

TBE-(Tris-Borat-EDTA)-Puffer (5x)

TBS-T (Tris-gepufferte Salzlésung)

Zelllyse-Puffer (ICL Comet Assay)
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1 x Proteinase Inhibitor Cocktail
Complete™

2,5 M NacCl

100 mM EDTA

10 mM Tris

pH 10,

frisch hinzugegeben:

1% TritonX-100

10% DMSO

5% Milchpulver

20 mM Tris

137 mM NacCl

0,1% Tween

pH 7,6

20,95 mg ad 1 ml H,O
36,78 mg ad 1 ml H,O
0,4 M Tris

pH 7,5

34,84 mg ad 1 ml Isopropanol
0,1% Ponceau

5% CH;COOH

50 pug/ml in ddH,O

70 mM HEPES-KOH,

pH 7,8

1 mMDTT

5 mM EDTA

50 mM Tris

384 mM Glycin

0,1% SDS

4,4 ml ddH,0

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

0,76 ml AA/BA (40%)

60 pl APS (10%)

6 ul TEMED

(5%) (7,5%) (10%) (12%) (15%)
(7,2) (6,5) (5,7) (5,1) (4,3) ml
ddH,0

3 ml Tris-HCI (pH 8,8)
120 ul SDS (10%)

(1,5) (2,3) (3,0) (3,6) (4,5) ml
AA/BA (40%)

60 pl APS (10%)

6 pl TEMED

10 mM Tris-Cl, pH 8

1 mM EDTA

50 mM Tris

384 mM Glycin

20% Methanol

450 mM Tris

450 mM Borséaure

6,25 mM EDTA

10 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NacCl

0,1% (v/v) Tween-20

2,5 M NacCl
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Zelllysepuffer fir Gesamtzellextrakte

und MGMT-Aktivitatstest

3.8 Zellen

3.8.1 Bakterien

Escherichia coli (E. coli) Stamm DH-5a

100 mM EDTA

10 mM Tris

1% Na-Laurylsarcosinat
1% Triton X100

10% DMSO
pH 10

20 mM Tris-HCI

1 mMEDTA

1 mM B-Mercaptoethanol

5% Glycerin

100 mM PMSF

pH 8,5

Kompetente DH5- a dankend erhalten von D. Aasland.

3.8.2 Saugerzellen

Zelllinie Zelltyp p53-Status | Herkunft Medium
A375 malignes Melanom wt ATCC DMEM + 10%
FCS
A375 empty? s. A375 wt s. A375 |s. A375, + 10
png/ml Puromycin
A375 shXPC s. A375 wt s. A375 |s. A375, +10
pg/ml Puromycin
D05-Mel* malignes Melanom wt Primartumor | RPMI + 10% FCS
D05 s. D05 wit s. D05 RPMI + 10% FCS
DNFADD?
D05 shp53? s. D05 wt s. D05 s. D05, + 2,2
png/ml Puromycin
D05 empty2 s. D05 wit s. D05 s. D05, + 2,2
pg/ml Puromycin
D14-Mel* malignes Melanom mt Primartumor | RPMI + 10% FCS
G361 malignes Melanom wit ATCC McCoy's 5A +
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10% FCS
Malme-3M | malignes Melanom wit ATCC DMEM + 20%
FCS
RPMI-7951 | malignes Melanom mt DSMzZ RPMI + 10% FCS
(Lymphknoten-
metastase)

! Zellen wurden von Prof. C.W. Schmidt (Institute of Medical Research, Australien) bzw. von
Prof. T. Wdlfel (Institut fir Hamatologie/Onkologie; Mainz) zur Verfligung gestellt.
2 Zellen dankend erhalten von Dr. Wynand Roos

3.9 Wachstumsmedien und Zellkulturlésungen

3.9.1 Wachstumsmedien, Zellkulturlésungen, Antibiot ika und
Selektionsantibiotika fur Saugerzellen

DMEM, High Glucose, mit Glutamin GBO, Karlsruhe

Fetales Kalberserum (FCS) PAA, Colbe

G418 Biochrom AG, Berlin
McCoy’s 5A Medium Lonza, Basel, Schweiz
MykoKill PAA, Colbe

Penicillin (10 U/ul)/Streptomycin (10 pg/pl) PAA, Colbe

Puromycin Sigma-Aldrich, Steinheim
RPMI 1640-Medium GBO, Karlsruhe
Trypsin-EDTA PAA, Colbe

3.9.2 Wachstumsmedien und Kulturldsungen fur Bakter ien

LB-Medium 25¢g/l LB-Medium (Pulver)
LB-Agar-Ldsung 25 g/l LB-Medium (Pulver)
15 g/l Agar

LB-Medium und LB-Agar wurden autoklaviert. Anschliel3end erfolgte die Zugabe von

Ampicillin (200 pg/ml).
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3.10 Nukleinsduren und Nukleotide

3.10.1 DNA-Oligonukleotide (Primer)

Primer fur die Reverse Transkription (RT)-Polymeras  ekettenreaktion (PCR)
RT-PCR-Primer wurden von der Firma Eurofins MWG Synthesis GmbH, Ebersberg,

bezogen. Sie wurden bei — 20°C gelagert.

Name Sequenz
BRCA1-up 5-GAGGAGATGTGGTCAATGGAAG-3
BRCA1-low 5-GGGTATCAGGTAGGTGTCCAGC-3'
DDB2-up 5-GGGGCTCCAGCAGTCCTTTTT-3’
DDB2-low 5-GGGCCACATGCGTCACTTTCTTTT-3
ERCC1-up 5-AGGGCCGCCAGCAAGGAAGAAAT-3’
ERCC1-low 5-TGCAGTCGGCCAGGATACACAT-3’
GADD45A-up 5-CCGAAAGGATGGATAAGGTG-3
GADD45A-low 5-TTCCCGGCAAAAACAAATAA-3
GAPDH-up 5'-CCCCTCTGGAAAGCTGTGGCGTGAT-3
GAPDH-low 5-GGTGGAAGAGTCGGAGTTGCTGTTGA-3
XPA-up 5-ATGCGAAGAATGTGGCAAAG-3’
XPA-low 5-TCACCGCATTGTGAATGATG-3
XPB-up 5'-ACCGGGAATATGTGGCAATCAAAA-3’
XPB-low 5-AAACGCCAAGTCTTCCTCCTCCAT -3
XPC-up 5-CTTTGATTTCCATGGCGGCTACTC-3
XPC-low 5-GCTGCTGCTTTCTTTTCCCTTTTG -3’
XPD-up 5-GACCCGGGAGGATATTGCTGTGAT-3’
XPD-low 5-ACCATGAGGCCGTAGTCCGTCTTG-3
XPF-up 5-TCCCGTGCTTCTGATTGAGTTTGA-3’
XPF-low 5'-AGGGCTGCTAATTCTGCGATGTTC-3
XPG-up 5'-AAGAAGCAGCAGCCAGCGAAATAG-3’
XPG-low 5'-AAACACAGATCTGGCGGTCACGAG-3

Primer fur die Echtzeit-PCR ( Real-time PCR)

Die Primer fur die Echtzeit-PCR wurden von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. Fir
PCR-Arrays wurde die entsprechende Primerldsung maschinell durch Sigma-Aldrich
in 96-Loch Platten vorgelegt. Die unten aufgelisteten Gene XPF und XPG befanden
sich nicht auf dem PCR-Array. Die Lagerung erfolgte bei - 20°C.

Gen** up (5' - 39 low (5 - 39)
ACTB TGGCATCCACGAAACTACC GTGTTGGCGTACAGGTCTT
APEX1 AGGATTAGATTGGGTAAAGGA GCTGGTAGTTTGTTCTCTG
ATM CAAGATGTTCATAGAGTT TGAGGAAGATAGTAAGAG
ATG AGGACAATATAAGGCTTCAA TTCCAACAATCCACTCTC
ATG7 GAACCTCAGTGAATGTATG AACCTTGTCCAAGTCTAA
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BIRC3 TGGTAATGAGATGTGATG GTAAAGAGGTTCTGAGTC
BCL2 CGACTCCTGATTCATTGG TCTACTTCCTCTGTGATGT
BAX ATCAGATGTGGTCTATAATG CAGAAGGCACTAATCAAG
BECN1 GGATGGAAGGGTCTAAGA CTGTGGTAAGTAATGGAG
BID GAAGACAGGCTGGAAGATA GTGTGGATGATATGAAGGC
BRCA1l AAGACTTCTACAGAGTGAA CAGTTCCAAGGTTAGAGA
BRCA2 AACAACAATTACGAACCAA AACATTCCTTCCTAAGTCTA
CASP2 GAGAGAAAGAACTGGAATT TCTGGTCACATAGAACAT
CD44 GGACCAATTACCATAACTATT AGGATTCGTTCTGTATTCT
CDC25A GTGAAGAACAACAGTAATC TGAGGTAGGGAATGTATT
CDC25B CGTGACCTTGATTGAGTT TCCCGGAAGTTTGCTAAA
CXCR4 GCCTTACTACATTGGGAT ACAGTGTTCTCAAACTCA
CHEK1 CCACCTCTTCATAACAACAA TAAATCACAATCGCCACTC
CHEK2 GCACTGTCACTAAGCAGAAAT AGGCACCACTTCCAAGAG
CCNA1 ATTTCAACACAGTTTCCC CAGCATATTCAGTCACATT
CCNB1 CCTTCGGAGAGCATCTAA CATAGTTAGTTCCATCAGGTATT
CCNE1 GCAAATAGAGAGGAAGTC ATTAACCAATCCAGAAGAAT
CDKN1A TACATCTTCTGCCTTAGT TCTTAGGAACCTCTCATT
CDKN1B ACAGCTCGAATTAAGAATA CTTATACAGGATGTCCATT
CYP1Al CTGCTTAGCCTAGTCAAC GGTAGGTAGCGAAGAATAG
CYP1B1 TCCGTCCCCATCCCAATC CCTCACTGGAAGCTTTAACT
DDB2 TTTAACCCTCTCAATACCA CTACTAGCAGACACATCC
DDIT3 ACTGAGCGTATCATGTTAA CAGGTGTGGTGATGTATG
ERCC1 AGGAAGAAATTTGTGATAC TGTGTAGATCGGAATAAG
FANCC AGATGTATGAAGCCTTGAA AGACAACATAAGCACCAT
FAS TTATCTGATGTTGACTTGAGTAA GGCTTCATTGACACCATT
FASLG CAATCTTACCAGTGCTGAT AATCCCAAAGTGCTTCTC
FOS TCAGTGGAACCTGTCAAGA TGGATGATGCTGGGAACA
FEN1 CGGGAGAATGACATCAAG AACAGCAATCAGGAACTG
GPX1 GCCAAGAACGAAGAGATT TCGAAGAGCATGAAGTTG
GSTM1 ACTATCCTTCGTGAACATC AGACACAACCACTAACAG
GAPDH CATGAGAAGTATGACAACAG ATGAGTCCTTCCACGATA
GADD45A ATCCACATTCATCTCAAT GTAACTACAAAGGTATTTCA
HSPA1B GGACTTTGACAACAGGCT GCTTGTTCTGGCTGATGT
HSP90AAl AGTTATCCTACACCTGAA CATCATCGCTTACTTCTT
HMOX1 CAACAAAGTGCAAGATTC AGAAAGCTGAGTGTAAGG
HUS1 TGTTATCTATGTCAAGCAGTA CGGTTCTTGTAAGTCCTT
HIF1A TATTTGCGTGTGAGGAAA CATCTGTGAGAACCATAAC
ITGB1 GAGGATTACTTCGGACTTCA GCTGGTGTTGTGCTAATG
ICAM1 AAGAAGATAGCCAACCAATGT TACACGGTGAGGAAGGTT
IL6 CCAATCTGGATTCAATGA GTTCCTCACTACTCTCAA
JUN ATGGAAACGACCTTCTATG TCTTGGGGTTACTGTAGC
LIG1 GAAGTGGCAACAGAGAAG CTTTGGAGGTCTTTAGGG
LIG3 GCTATATGTCTTTGGCTTTC GGAATAGGCACAGTTCTT
LIG4 TGAGCACATTGAGAAGGA CAGTAGGAGAAGCACCAA
LAMP1 GCTCCAAAGAAATCAAGACTGT GGTGCCACTAACACATCTG
MMP13 GGCTCTTAATGGTTATGAC GCACTTATCTTCTTAACTTCT
MMP3 GAAGTTACTAGCAAGGACCTC TCCAGCTCGTACCTCATT
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MMP7 TTGATAAGCACTGTTCCT GCAAGTATAGATGAATAAGACA
MDM2 ATCTTGATGCTGGTGTAA AGGCTATAATCTTCTGAGTC
MDM2 GCCTGTCCAGTTTGAAAT GGTTGCCATCTTGATAGTT
MSH2 CTTCTTCTGGTTCGTCAGTATAGA ATCATTCTCCTTGGATGCCTTAT
NOX1 CTCTCCAGCCTATCTCAT AATGTCACATACTCCACTG
NOS2 AATCCAGATAAGTGACATAAG CTCCACATTGTTGTTGAT
NOS3 CAAGGAGACGAAGAGAAC TGGAGTCTTGTGTAGGATA
MPG CAACCGAGGCATGTTCAT TGGAGATGTTCATGCAGAAG
MGMT CTCTTCACCATCCCGTTT AATCACTTCTCCGAATTTCAC
PTEN ATCATCAAAGAGATCGTTA ACCTTACTACATCATCAATA
PARP1 GAACGACCTGATCTGGAA CACTTGCTGCTTGTTGAA
POLD1 TCTGGGATGATGATGATGC GTGTTCTGCCTCCATCTC
POLE TTTGGCATTTGACATTGAG AATCATCATAATCTGGTCTGT
PCNA TTACCATAGAGATGAATGAACCA AGTGTCACCGTTGAAGAG
RADS1 AATTAGTTCCAATGGGTTT TGAAGTAGTTTGTCAAGC
RHOA CCGATGTTATACTGATGTG ACAGAAATGCTTGACTTC
RHOB TGATCGTGTTCAGTAAGGAC CAATGTCGGCCACATAGTT
RAC1 ATCAGTTACACAACCAAT CGTAATCTGTCATAATCTTC
REV1 AACACATATTATTGCCACAA GAATGTAGGAGAGGAGTC
REV3L AGTGTCATTAGTATCAGGAA TGTAGGAGGTAGGGAATA
ARHGDIA TCGTTTGTGCTGAAGGAG TCATGCCGGACACTATCT
SELE GCTATGACTTATGATGAG ATTCCAATCCAGTAATAAC
SOD1 TCTGTTTCAATGACCTGTATT GCCTCATAATAAGTGCCATA
TIAM1 TAATGCTCTGAATCCTAGTC GAAACAGAAGAGGCTTTG
TXNRD1 CGAAATTATGGATGGAAAGTC GAGCCAATGTGATTCTGTA
TREX1 TCATGTGAAGAGGGAGAC GAAGTTGGAGAGGGTGAG
TIMP2 AAGGAAGTGGACTCTGGAA CTTTGAACATCTTTATCTGCTTGA
TOP2A ACGGTGTTGGATATTCTAAG AAGCGAGCCTGATTATTC
TOP2B ATAACATTCCAACCAGAT GGCAATTTCTTTCCATTA
TP53 AGCACTAAGCGAGCACTG ACGGATCTGAAGGGTGAAA
TP63 ATTGTTCTCCGTTCGTTGATA GTAAGGGTCAGGGCAGTA
TP73 CACTTTGAGGTCACTTTC ATCTGGCAGTAGAGTTTC
AKT1 ATTGTGAAGGAGGGTTGG TGAAGGTGCCATCATTCT
VCAM1 TGTCATTGAGGATATTGGAA ATAACTGTATTCTTGGGTGAT
WEE1 TTCCAGAGATTAAGACAA ATATTCACTTGAGGAGTC
WRNIP1 CTGGAGACCAACGAAATC TAATGTCACAAACCTTATGC
WRN AAGATGTGCTGTAGAAGAA TCGTAACTATACACAATGGA
XPA AAGGAAGTCCGACAGGAA ACACGCTGCTTCTTACTG
XPC ACACCTACTACCTCTCAA TAAATAGCAAATCTCCTTTCC
XPFE* GGTTGACTTCTTGACTGATA AGATGAATGCTTCTTGACA
XPG* CTGGCTGATGAGTGTGTA CAAGTGCTGTCTGATTCC
XRCC1 GAGGAAGTTGGATTTGAA ATTTAGGTCTCTTGGGAA
XRCC3 CATTGTTCTGTCTTTCCT CTCCTTTACCGATTTCAG
XRCC4 GTGTGAGTGCTAAGGAAG CTCATCATAGACTGGATCTC

* Die Primer fur die Gene XPF und XPG befanden sich nicht auf dem PCR-Array.
** Gennamen s. Abkirzungsverzeichnis
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3.10.2 DNA-Marker — und Ladepuffer

100 bp DNA-Leiter New England Biolabs, Frankfurt
A DNA/EcoRI + Hindlll DNA-Leiter Fermentas, St. Leon-Rot
Gel loading Dye Blue (6 x) Fermentas, St. Leon-Rot

3.10.3 Vektoren und rekombinante Plasmide

Verwendete Plasmide
pSuper.puro Oligoengine, Seattle, USA
pSuperior.retro.puro-p53 shRNA Oligoengine, Seattle, USA

Kloniertes Plasmid und Klonierungsstrategie

pSuper.puro-XPCshRNA

Vektor: pSuperior.retro.puro, linearisiert mit Bglll und Hindlll

Sense-Sequenz: 5'-GATCCGCTCGAGATGATGAGGAATTGTTCAAGAGAC-3'
Antisense-Sequenz:5’-AGCTTAAAAAAGCTCGAGATGATGAGGAATTGTCTCT
TGAAC-3'

Quelle der Sequenz: (Wu et al., 2007)

Sense- und Antisense-shRNA-Nukleotide wurden mit Bglll und Hindlll-kompatiblen

Enden von der Firma Oligoengine, Seattle, USA bezogen.

3.11Proteine

3.11.1 Proteinmarker

peqGold Proteinmarker Il, 10 - 200 kDa Peqglab, Erlangen
peqGold Proteinmarker IV, 10 - 170 kDa Peqglab, Erlangen

3.11.2 und zugehdrige Reaktionspuffer

Restriktionsendonukleasen New England Biolabs, Frankfurt
RNase A Sigma-Aldrich, Minchen
T4 DNA Ligase New England Biolabs, Frankfurt
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3.11.3  Antikérper

Primarantikorper fur Western Blots

Anti-ATR (sc-1887)

Ziege polyklonal

Santa Cruz, Heidelberg

Anti-p-ATR (#2853)

Kaninchen polyklonal

Cell Signaling, Danvers, USA

Anti-BRCAL (#9010)

Kaninchen polyklonal

Cell Signaling, Danvers, USA

Anti-p-BRCAL1 (#9009)

Kaninchen polyklonal

Cell Signaling, Danvers, USA

Anti-Caspase-8
(#9746)

Maus monoklonal

Cell Signaling, Danvers, USA

Anti-DDB2

Kaninchen polyklonal

V. Rapi¢-Otrin, Pittsburgh, USA

Anti-ERK2 (sc-154)

Kaninchen polyklonal

Santa Cruz, Heidelberg

Anti-p21 (554228)

Maus monoklonal

BD Pharmingen, Heidelberg

Anti-p53 (DLN-08276)

Maus monoklonal

Dianova, Hamburg

Anti-XPC (ab6264)

Maus monoklonal

Abcam, Cambridge, UK

Sekundarantikorper fur Western Blots

Anti-Kaninchen 1gG, HRP- Ziege Rockland Immunochemicals,
konjugiert Gilbertsville, USA
Anti-Maus 1gG, HRP-konjugiert | Ziege Rockland Immunochemicals,
Gilbertsville, USA
Anti-Ziege 1gG, HRP-konjugiert | Kaninchen Santa Cruz, Heidelberg
Anti-Kaninchen IRDye 800CW, |Esel LI-COR Biosciences,
IR-Farbstoff-konjugiert Bad Homburg
Anti-Maus IRDye 800CW, Esel LI-COR Biosciences,
IR-Farbstoff-konjugiert Bad Homburg
Anti-Maus IRDye 680, Esel LI-COR Biosciences,
IR-Farbstoff-konjugiert Bad Homburg
Anti-Kaninchen IRDye 680, Esel LI-COR Biosciences,
IR-Farbstoff-konjugiert Bad Homburg

Meerrettich-Peroxidase (HRP, Horseradish peroxidase)-konjugierte Zweitantikbrper

wurden mit entsprechender Blocklosung 1:3000 verdunnt.
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Infrarot (IR)-Farbstoff-konjugierte  Zweitantikorper wurden 1:10000 in TBST

verdinnt.

3.12 Software und Datenbanken

Ascent Software v2.6 Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Cell A Olympus Soft Imaging Solutions, Minster
CellQuest Pro BD Biosciences, Heidelberg

EndNote v9.0 .0 Thomson Reuters, NY City, USA
GeneSnap v6.0.5 Syngene, Cambridge, UK

GeneTools Syngene, Cambridge, UK

Graph Pad Prism v3.0.2 GraphPad Software, La Jolla, USA

iQ5 2.0 Standard Edition Bio-Rad, Miinchen

Image J W. Rasband, http://rsb.info.nih.gov/ij/
Komet 4.0.2. Kinetic Imaging, Liverpool, UK

ModFit LT Verity Software House, Topsham, USA
MS Office v2010 Microsoft, UnterschleiRheim

Multi Analyst v1.0.1 Bio-Rad, Miinchen

Odyssey v3.0 LI-COR Biosciences, Bad Homburg
Photoshop v7.0 Adobe Systems, Minchen

WinMDI J. Trotter

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

58



Methoden

4 Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

4.1.1 Zellkultur

Die gesamten Zellkulturarbeiten wurden an einer Sterilbank durchgefihrt. Es

wurden ausschlieRRlich autoklavierte bzw. sterilisierte Materialen verwendet.

4.1.1.1 Kultivierung von Zellen

Die verwendeten Zelllinien wurden in Inkubatoren bei einer Temperatur von 37°C,
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% und einem relativen CO,-Gehalt von 5% in
entsprechendem Kulturmedium mit Penicillin und Streptomycin auf Zellkulturschalen

kultiviert.

4.1.1.2 Passagieren von Zellen

Die Zellen wurden alle 3 bis 5 Tage wie folgt gesplittet:

A375 und A375-Klone 1:10-1:20
D05 und D05-Klone 1:5-1:10
D14 1:5-1:10
G361 1.5
Malme-3M 1:2
RPMI-7951 1:4

Hierzu wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 1 ml Trypsin-EDTA nach
einer Inkubationszeit von 0,5 - 3 min von der Schale geldst. Die Ablésung der Zellen
vom Schalenboden wurde mikroskopisch kontrolliert. Die Zellen wurden durch
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren vereinzelt, zentrifugiert, resuspendiert und auf

eine neue Schale mit entsprechendem Zellkulturmedium tberfuhrt.

4.1.1.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Zur Kryokonservierung von Zellkulturen wurden subkonfluent wachsende Zellen mit
PBS gewaschen, mit Trypsin-EDTA von der Schale gel6st und zur Inaktivierung des

Trypsins in ein 15 ml R6hrchen mit FCS-haltigem Medium Uberfuhrt. Es folgte eine

59



Methoden

Sedimentierung der Zellen bei 1000 UpM fir 5 min. Die Zellen wurden in 90% FCS
+ 10% DMSO resuspendiert und auf Kryoréhrchen (2 — 3 Réhrchen pro 10 cm-
Schale) verteilt. Die Kryorohrchen wurden mithilfe einer Isopropanol-haltigen
Einfrierbox auf - 80°C abgekihlt und am né&chsten Tag in flussigen Stickstoff
Uberfuhrt und dort gelagert.

Aufzutauende Zellkulturen wurden dem flissigen Stickstoff entnommen und fur
2 min in ein Wasserbad (37°C) gestellt. Zur Entfernung des DMSOs erfolgte die
Uberfilhrung der Zellsuspension in ein 15 ml-Réhrchen mit 5 ml Kulturmedium.
Durch Zentrifugation der Zellen fir 5 min bei 1000 UpM konnte der DMSO-haltige
Uberstand entfernt werden. Die Zellen wurden in entsprechendem Kulturmedium
resuspendiert, auf Schalen Uberflhrt und vor Aussaat des Experiments flr

mindestens 7 Tage im Inkubator kultiviert.

4.1.1.4 Mykoplasmentest

Regelmalig wurde ein PCR-basierter Mykoplasmentest der Firma Minerva Biolabs,
Berlin durchgefiihrt. Positiv getestete Zellen wurden umgehend und sachgemali
entsorgt oder fur 2 — 3 Wochen mit MykoKill laut Herstellerangaben behandelt. Der
Erfolg der Antibiotika-Behandlung wurde nach deren Beendigung erneut mithilfe des

oben genannten Tests untersucht.

4.1.2 Behandlung von Zellen

4.1.2.1 Alkylierende Agenzien

Zur Depletion des resistenzvermittelnden DNA-Reparaturproteins MGMT (s. 2.3.1)
wurde — wenn nicht anders angegeben — dem Zellkulturmedium 1 h vor Behandlung
mit Alkylanzien der MGMT-Inhibitor O°BG (gelést in DMSO) in einer Konzentration
von 10 puM zugefiigt (Dolan et al., 1990).

Da FM sehr instabil ist, wurde direkt vor der Behandlung ein Aliquot, welches eine
definierte Menge des pulverisierten Chemotherapeutikums enthielt, aus dem - 20°C
Gefrierschrank entnommen. Das Pulver wurde in einem entsprechenden Volumen
100% Ethanol gelost, so dass die so erhaltene Stammldsung stets eine
Konzentration von 10 mg/ml hatte. Sollten Volumina < 4 pul pipettiert werden, wurde
eine entsprechende Vorverdiinnung der Stammlésung in Zellkulturmedium
vorbereitet. Zudem wurde darauf geachtet, dass die Ethanol-Endkonzentration in

der Zellkultur < 0,4% watr.
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Die TMZ-Stammlésung wurde von Dr. W. Roos in einer Konzentration von 35 mM
vorbereitet. Das Pulver, welches bei - 20°C gelagert wird, wurde in 33% DMSO
gel6st und aliquotiert. Die Aliquots wurden bei — 80°C gelagert. Direkt vor der
Behandlung wurden die Aliquots aufgetaut und zur Resolubilisierung 15 s lang
sonifiziert. Ein entsprechendes Volumen dieser Stammlésung wurde dem
Zellkulturmedium direkt zugegeben. Sollten Volumina < 4 pl pipettiert werden, so
wurde eine entsprechende Vorverdiinnung der Stammlésung in Zellkulturmedium
vorbereitet.

Da sowohl FM als auch TMZ eine sehr geringe Halbwertszeit besitzen, wurde auf

einen Mediumwechsel zur Gewahrleistung einer Pulsbehandlung verzichtet.

4.1.2.2 Bestrahlung mit UVC

Die Bestrahlung mit UVC wurde mithilfe einer UVC-Quelle durchgefihrt. Vor der
Bestrahlung wurden sowohl Medium als auch Deckel der Kulturschale entfernt, um

eine Absorption der Strahlung durch diese zu vermeiden.

4.1.2.3 Behandlung mit VPA

Fur die Experimente, bei denen vor der Alkylanzien-Behandlung eine
Vorbehandlung der Zellen mit VPA stattfand, wurde folgendes Behandlungsschema

durchgefuhrt:

1ld 3d 2d 2dMW 1h 24h 48h 72h 96h 120 h 144 h

I | ' ’

Aussaat VPA VPA Aussaat OSBG K/TMZ/FM Probenernte
VPA t=0h

Einen Tag nach Aussaat der Zellen wurde das Medium gewechselt und VPA in
einer Konzentration von 1 mM (geldst in ddH,0) zugefligt. Die Zellen wurden drei
Tage lang inkubiert, zusammen mit den Zellen im Uberstand zentrifugiert, in
frischem Medium mit 1 mM VPA resuspendiert und nach Bedarf gesplittet. Nach
einer weiteren Inkubation von zwei Tagen erfolgte die Aussaat der Zellen fir das
entsprechende Experiment in VPA-haltigem (1 mM) Medium. 2 Tage spater wurde
zur Entfernung von VPA das Medium gewechselt. Anschlielend wurden die Zellen
nach Bedarf mit O°BG (10 uM) und 1 h spéter mit Alkylanzien behandelt.
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4.1.3 Wachstumskurven

Zur Erstellung von Wachstumskurven wurden 5 x 10* Zellen pro 6 cm-Schale
ausgesat und im Abstand von 24 h wurde die Zellzahl mithilfe der Neubauer-

Zahlkammer bestimmt. Die Gesamtzellzahl wird hierbei wie folgt berechnet:

Anzahl der Zellen in 10 Quadraten x 1000 x Zellsuspensionsvolumen

4.1.4 Herstellung von stabilen Zellklonen

Mithilfe von Zellklonen kann der Effekt der Expression eines transfizierten, stabil ins
Genom integrierten Gens in einem isogenen Zellsystem untersucht werden. Das
transfizierte Gen selbst kann beispielsweise fir ein normales Protein, ein mutiertes
Protein oder eine shRNA kodieren, welche die Expression eines Proteins der Wabhl
stilllegt.

Zur Herstellung von stabilen Zellklonen missen die Zellen zundchst mit dem
Zielgen, welches sich in der Regel zusammen mit einem eukaryotischen
Resistenzgen auf einem Plasmid befindet, transfiziert werden. Um Kontrollklone zu
erhalten, erfolgt zusatzlich eine Transfektion mit dem ,leeren* Vektor, der nur das
Resistenzgen kodiert. Nach der Transfektion werden die Zellen stark verdinnt und
mit eukaryotischem Antibiotikum behandelt, so dass aus einzelnen, ausschlie3lich

erfolgreich transfizierten Zellen Klone wachsen kénnen.

4.1.4.1 Transfektion

Die zu transfizierenden Zellen wuchsen auf 6 cm-Schalen und hatten zum Zeitpunkt
der Transfektion eine Konfluenz von ca. 60 - 80%. Die Transfektion erfolgte mit
Effectene® der Firma Qiagen nach Protokoll des Herstellers, wobei stets 2 pg
Plasmid-DNA in die Transfektion eingesetzt wurden. Die verwendeten Mengen an
Puffer EC, Enhancer und Effectene wurden dementsprechend verdoppelt. Nach
Transfektion wurden die Zellen etwa 16 h inkubiert, bevor das Medium zur

Entfernung der Transfektionsldsung gewechselt wurde.

4.1.4.2 Selektion und Kultivierung von Klonen

Ein bis zwei Tage nach Transfektion wurden die Zellen durch Splitten (1:5, 1:10 und

1:100) stark ausgedinnt und in Kulturmedium mit Selektionsantibiotikum kultiviert.
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Wahrend der darauf folgenden 2 - 5-wéchigen Inkubationszeit entstanden aus
einzelnen Zellen stabil transfizierte Klone, welche mit einer Pipettenspitze unter
gleichzeitigem Aufsaugen von der Schale gekratzt und auf eine 96- oder 24-Loch-
Platte mit Selektionsmedium Uberfiihrt wurden. Sobald die Zellen konfluent waren,
wurden sie auf groRere Schalen transferiert. Die Klone wurden zum Einen
kryokonserviert, zum Anderen wurden sie per Western Blot und/oder quantitative

Echtzeit-PCR auf die Expression des Transgens hin untersucht.

4.1.5 Zelltodmessung am Durchflusszytometer

4.1.5.1 SubG1l-Messung

Die Identifikation von apoptotischen Zellen einer Zellpopulation beruht auf der
Fragmentierung der DNA wahrend der Apoptose, so dass der DNA-Gehalt dieser
Zellen Kleiner ist als der DNA-Gehalt von G1-Zellen. Die DNA-Menge von fixierten
Zellen kann durch Zugabe des DNA-Interkalators Propidiumiodid (PI) am
Durchflusszytometer bestimmt werden. Hier werden einzelne Zellen mit Licht mit
einer Wellenlange von 488 nm bestrahlt. Das Geréat detektiert die PI-Emission bei
585 nm. Je groRer die PI-Emission ist, desto mehr DNA enthalt die Zelle.

Da sich apoptotische Zellen von der Zellkulturplatte 16sen, wurden sowohl Zellen im
Medium als auch adharente Zellen geerntet und in PBS gewaschen. Nach
Entfernen des Uberstands wurden die Zellen in 200 pl kaltem PBS resuspendiert
und in 80% Ethanol fixiert (> 30 min, - 20°C). Die Zellen wurden anschlief3end in
367 pl PBS mit 0,03 pug/ml RNase resuspendiert und fuir 1 h bei RT inkubiert.
AnschlieRend wurden 134 pl Propidiumiodid-Lésung (50 pg/ml) hinzugegeben. 1 x
10* Zellen wurden am Durchflusszytometer analysiert und mit dem

Computerprogramm WinMDI 2.8 ausgewertet.

4.1.5.2 AnnexinV-Pl-Doppelfarbung

Die vitale, apoptotische und nekrotische/spat-apoptotische Fraktion einer
Zellpopulation kann mithilfe der AnnexinV-PIl-Doppelfarbung bestimmt werden.
Vermes und Kollegen haben diese Methode 1995 das erste Mal beschrieben
(Vermes et al., 1995). Im Gegensatz zur SubG1l-Messung werden lebende Zellen
untersucht. Die drei Fraktionen lassen sich wie folgt identifizieren:

Wahrend der Apoptose transloziert das Phosphoglycerid Phosphatidylserin (PS) auf

die Aul3enseite der Plasmamembran und wird so zuganglich fir AnnexinV, ein PS-
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bindendes Protein. Durch Verwendung von Flouresceinisothiocyanat (FITC)-
konjugiertem AnnexinV kénnen PS-positive Zellen detektiert werden. Da die
Plasmamembran der Zellen intakt ist, kann PI nicht in die Zellen eindringen und in
die DNA interkalieren. Apoptotische Zellen sind folglich AnnexinV-FITC-positiv und
Pl-negativ.

Die Plasmamembran nekrotischer Zellen verliert ihre Integritdt und wird permeabel.
AnnexinV-FITC kann daher in die Zellen eindringen und von der zytoplasmatischen
Seite der Zellmembran an PS binden. Gleichzeitig kann auch Pl in die Zellen
eindringen und die DNA markieren. Folglich sind nekrotische Zellen sowohl
AnnexinV-FITC als auch Pl positiv. Nekrotische Zellen kdénne nicht von spat-
apoptotischen unterschieden werden.

Da sich apoptotische Zellen von der Zellkulturplatte 16sen, wurden sowohl Zellen in
Medium-Suspension als auch adharente Zellen mithilfe von Trypsin-EDTA geerntet
und zweimal in kaltem PBS gewaschen. Nach Sedimentierung und grundlicher
Entfernung des PBS wurden die Zellen in 50 pl Annexinbindepuffer mit 2,5 ul
AnnexinV-FITC-Ldsung resuspendiert. Nach einer 15-minitigen Inkubation im
Dunkeln und auf Eis wurde den Proben 430 ul Annexinbindepuffer und 10 pl PI
(50 pg/ml) hinzugefiigt. Die Proben wurden wie SubG1l-Proben gemessen und

analysiert (s. 0.).

4.1.6 Interstrang -Crosslink Comet Assay

Der ICL Comet Assay basiert auf einer von Ostling und Johanson eingefiihrten
Methode zur Detektion von DSB in genomischer DNA (Ostling and Johanson,
1984). Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass die Mobilitdt von
Nukleinsduren im elektrischen Feld mit abnehmender GrtéRe des Fragments
zunimmt, so dass in Agarose eingebettete Zellkerne mit fragmentierter DNA nach
Beendigung der Gelelektrophorese einen Kometenschweif zu haben scheinen. Die
GroRRe des ,Kometen“ korreliert hierbei mit dem Grad der Fragmentierung.

Der ICL Comet Assay ist eine Modifikation des klassischen Comet Assays und dient
der Detektion von Interstrang-Crosslinks. Er beruht auf der Theorie, dass die
Mobilitat von durch ionisierende Strahlung fragmentierter DNA wahrend der
Agarose-Gelelektrophorese durch die Vernetzung der beiden DNA-Strange durch
Interstrang-Crosslinks  (ICL) herabgesetzt wird. Als Referenz dient eine
ausschlieBlich ionisierender Strahlung ausgesetzte Probe.

Nach Ablauf der gewiinschten Behandlungszeit mit dem ICL-induzierenden Agenz
wurden die Zellen mit 6 Gray bestrahlt, trypsiniert (0,005% Trypsin, 0,02% EDTA),
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bei 4°C und 1000 UpM pelletiert, in kaltem PBS resuspendiert und sofort auf Eis
gestellt. Etwa 1,5 x 10* Zellen wurden in LMP-Agarose (0,5% in PBS, 37°C)
aufgenommen und auf mit 1,5% Agarose beschichtete Objekttrager pipettiert. Die
Suspension wurde mit einem Deckglaschen bedeckt und zum Ausharten fir 4 min in
den Kihischrank gelegt. Nach Entfernung des Deckglaschens wurden die
Objekttrager fur 2 h in vorgekiihlten Lysepuffer gestellt. Anschlie3end folgte die
Auflésung der Wasserstoffbriicken doppelstrangiger DNA durch Inkubation in stark
alkalischem, vorgekiihltem Elektrophorese-Puffer fir 20 min im Kuihlraum. Das
elektrische Feld fur die Gelelektrophorese wurde so eingestellt, dass die Spannung
0,74 V/cm Elektrodenabstand und die Stromstarke 300 mA betrugen. Die Dauer der
Gelelektrophorese betrug 15 min. Die Proben wurden durch dreimaliges Betropfen
mit Neutralisationspuffer neutralisiert und in 100% Methanol fir 30 min fixiert. Kurz
vor der mikroskopischen Analyse wurde die DNA durch Auftropfen von 200 ul PI (50
pug/ml) gefarbt. Die Kometengrofle von 50 Zellen pro Probe wurde mithilfe der
Software “Kinetic imaging Komet v4.0.2" ausgewertet. Hierbei wurde das so

genannte Tail Moment wie folgt berechnet:

Fb
T™ =(Mb-Ma)x| —
Fc
Ma = Flachenmedian der Fluoreszenzverteilung des Nukleus
Mb = Flachenmedian der Fluoreszenzverteilung des Kometen
Fb = Mittlere Fluoreszenzintensitat des Kometen

Fc = Mittlere Fluoreszenzintensitat der gesamten DNA

Durch Normalisierung des TM von Zellen, die mit einem ICL-induzierenden Agenz
behandelt und bestrahlt wurden auf den TM von Zellen, welche ausschlief3lich
bestrahlt wurden, kénnen Rulckschlisse auf die relative Menge an ICL gezogen

werden.

4.2 Molekularbiologische Methoden

4.2.1 Restriktionsverdau von Plasmid-DNA

Der Restriktionsverdau durch Restriktionsendonukleasen ist fir die Herstellung von
rekombinanten Vektoren unentbehrlich. Zudem dient er dem analytischen Verdau
von Vektoren, indem die bei dem Verdau entstandenen Fragmente auf einem
Agarosegel (s. 4.2.2) analysiert werden. Die bendtigte Enzymaktivitdt (U) pro pg

Plasmid wurde mit folgender Formel berechnet:

65



Methoden

Grolie A DNA (48,5 kb) x Anzahl der Schnittstellen des Enzyms im Plasmid
GroRRe der DNA X (kb) x Anzahl der Schnittstellen des Enzyms im A -Genom

Der Reaktionsansatz wurde nach Herstellerangaben zusammengesetzt, wobei
darauf geachtet wurde, dass das Enzymvolumen 1/10 des Gesamtansatzes nicht
Ubersteigt. Der Restriktionsverdau fand fir 2 h oder dber Nacht beim
Temperaturoptimum des jeweiligen Enzyms/der jeweiligen Enzyme statt. Die
eingesetzte Plasmid-Menge variierte je nach Fragestellung zwischen 0,5 pg fir
analytische Zwecke und 10 pg fir spatere Klonierungen. Nach Bedarf und

Maoglichkeit wurden die Enzyme durch Hitze nach Herstellerangaben inaktiviert.

4.2.2 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA-Fra  gmenten

DNA-Fragmente aus Restriktionsverdaus oder PCRs wurden durch Agarose-
Gelelektrophorese zusammen mit einem GroRenmarker aufgetrennt. Die
gewlnschte Probenmenge sowie ein DNA-GroRenstandard wurden mit der
entsprechenden Menge Probenpuffer versetzt und bei 100 V aufgetrennt. Nach

gewilnschter Laufzeit erfolgte die Detektion am UV-Transilluminator.

4.2.3 Bestimmung der Konzentration von Nukleinsdure  n

DNA- und RNA-Konzentrationen wurden am NanoDrop spektralphotometrisch
gemessen. Eine OD260 von 1 entspricht bei doppelstrdngiger DNA einer
Konzentration von 50 pg/ml, bei RNA von 40 pg/ul. Die Reinheit von Nukleinsauren
aus Plasmidpraparationen, die anschlie3end fiir Transfektionen eingesetzt werden
sollten, wurde aus dem Quotienten OD260/0D280 ermittelt. Ein Wert gré3er als 1,8
entspricht einer hohen Reinheit; die Plasmide kdénnen somit fUr Transfektionen

eingesetzt werden.

4.2.4 Ligation von DNA-Fragmenten

Bei der Ligation katalysiert eine Ligase die Ausbildung von kovalenten
Phosphodiesterbindungen zwischen kompatiblen kohasiven oder glatten Enden der
DNA-Fragmente, um beispielsweise ein rekombinantes Plasmid herzustellen. Hierzu

wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:
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X Ml Vektor (ca. 10 pg aus Restriktionsverdau)
X Hl Insert

2 ul 10x Ligase-Puffer

2 ul T4 DNA-Ligase

ad 10 pl H,O

Das molare Verhdltnis zwischen Vektor und Insert sollte 1:5 betragen. Der
Ligationsansatz wurde Uber Nacht bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde die T4
DNA-Ligase fir 10 min bei 65°C inaktiviert.

4.2.5 Transformation von Bakterien

Zur Transformation von kompetenten E. coli-Bakterien des Stammes DH5a
(dankend erhalten von Dr. D. Aasland) wurde die Bakteriensuspension auf Eis
aufgetaut und durchmischt. Nun wurden 1 - 10 ng Plasmid-DNA zu 100 pl
Bakteriensuspension gegeben und 10 min auf Eis inkubiert, gefolgt von einem
Hitzeschock fir 60 s bei 42°C. Die Bakteriensuspension wurde fir 5 min auf Eis
abgekihlt und in ein R6hrchen mit 1 ml LB-Medium Uberfiihrt. Dieser Ansatz wurde
fur 1 h bei 37°C und 200 UpM geschittelt, dann fir 3 min bei 4000 UpM
zentrifugiert. Anschlielend wurde das Bakteriensediment in 120 pl LB-Medium
resuspendiert. 10 — 120 pl der Suspension wurden auf LB-Agar-Platten mit

Selektionsantibiotikum (s. 3.9.2) ausgestrichen und tber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.2.6 Mini-Screen: Isolierung von Plasmid-DNA fir a  nalytische
Zwecke

6 - 12 Bakterienklone wurden mit sterilen Impfésen von der Platte aufgenommen
und in 6 ml LB-Medium mit Selektionsantibiotikum tberfihrt. Die Impfose wurde
zudem auf einen definierten Bereich einer Rasterplatte getupft, welche bei 37°C
uber Nacht inkubiert wurde. Die Flussigkultur wurde ebenfalls Gber Nacht bei 37°C
und 200 UpM inkubiert.

Am néchsten Tag wurde die Rasterplatte mit Parafilm verschlossen und in den
Kahlschrank gestellt. Die Plasmid-DNA der Klone wurde wie folgt prapariert:

Die Bakterien wurden fur 10 min bei 4000 UpM abzentrifugiert und der Uberstand
dekantiert. Zum Pellet wurden 400 pl des RNase-haltigen Resuspensionspuffers
pipettiert, das Pellet durch Vortexen vollstdndig gelost. Die Suspension wurde in

2 ml Reaktionsgefalie tberfuhrt und fir 5 min auf Eis inkubiert. Die Zugabe von 400
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ul Lysepuffer leitet die alkalische Lyse der Bakterien ein. Ohne Verzdégerung wurde
das denaturierte Lysat mit 400 pl Neutralisierungspuffer versetzt. Die
Neutralisierung fuhrt zu einer raschen Renaturierung der Plasmid-DNA, wahrend die
genomische DNA sowie Proteine prazipitiert werden. Eine gute Durchmischung
wurde durch mehrmaliges Invertieren des Reaktionsgefal3es gewahrleistet. Es folgte
eine funfmindtige Inkubation auf Eis, gefolgt von zwei 15-minitigen
Zentrifugationsschritten bei 13.000 UpM, bei denen der jeweilige Uberstand in ein
neues Reaktionsgefall tUberfihrt wurde. Zum Uberstand wurden 0,7 Volumenteile
100%igen Isopropanols pipettiert und sehr sorgfaltig durchmischt. Nach einer 20-
miniitigen Zentrifugation bei 13.000 UpM wurde der Uberstand abgesaugt und 0,5
ml 70%iges Ethanol auf das Pellet gegeben. Es folgte eine Zentrifugation fir 5 min
bei 13.000 UpM. Der Uberstand wurde verworfen. Die Plasmid-Pellets wurden an
der Luft getrocknet und in 60 ul ddH,O geldst. 10 - 20 pl der Plasmid-DNA wurden
fir einen Kontroll-Restriktionsverdau eingesetzt, welcher mittels Agarose-
Gelelektrophorese analysiert wurde. Zeigten sich dort positive Klone, so konnten
diese von der Rasterplatte fur Midi-Praparationen erneut angeimpft werden. Die
Resuspensions-, Lyse- und Neutralisierungspuffer wurden dem Kit ,Nucleobond AX

100" entnommen.

4.2.7 Midi-Praparation: Isolierung von Plasmid-DNA

6 - 12 Bakterienklone wurden mit sterilen Impfésen von der Platte aufgepickt, in 6 ml
LB-Medium mit Selektionsantibiotikum tberfihrt und fir mindestens 6 h bei 37°C
und 200 UpM inkubiert. Die Suspension der angewachsenen Klone wurde im
Verhaltnis 1:500 bis 1:1000 in 300 ml LB-Medium mit entsprechendem
Selektionsantibiotikum tberfihrt und tGber Nacht bei 37°C und 200 UpM inkubiert.

Zur Aufreinigung der Plasmid-DNA wurde das ,Nucleobond AX 100“ Kit von
Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers eingesetzt. Die Bestimmung der
DNA-Konzentration und der Reinheit des Eluats erfolgte am NanoDrop. Fir die
nachfolgende Uberpriifung der Klone wurden 20 pl der DNA-Praparation in einen

Restriktionsverdau eingesetzt und im Agarosegel aufgetrennt.

4.2.8 Herstellung des shRNA-Vektors gegen XPC

Zur Herstellung eines rekombinanten Plasmids zur Stilllegung von XPC durch RNA-

Interferenz (RNAI) wurde der pSuper.puro-Vektor der Firma Oligoengine verwendet.
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Das Oligonukleotid, auf dem die shRNA gegen XPC basiert, wurde ebenfalls von
Oligoengine als Bglll/HindllI-Variante bezogen. Die Subklonierung des
Oligonukleotids und die Amplifikation des rekombinanten Vektors erfolgte
entsprechend des von Oligoengine bereitgestellten Protokolls (pSuper: Manual. A
Vector System for Expression of short interfering RNA) bzw. wie in den Kapiteln
4.2.1 bis 4.2.7 beschrieben.

4.2.9 Untersuchung der Genexpression mittels Polyme  rase-
Kettenreaktion (PCR)

Zur Untersuchung des Expressionsniveaus von Genen werden zundchst die RNA-
Transkripte (MRNA) einer Zelle in cDNA umgeschrieben. Bei dieser so genannten
Reversen Transkription wird ein Enzym eingesetzt, welches sowohl eine RNA-
abhdngige DNA-Polymerase-Aktivitat als auch eine RNase H-Aktivitdt aufweist.
Mithilfe von Primern, die an samtliche RNA-Transkripte der Zelle binden, erstellt
dieses Enzym eine zur RNA komplementdre DNA-Kopie (cDNA) und degradiert
anschlielRend durch seine RNase H-Aktivitat den RNA-Strang der durch die
Transkription entstandenen DNA:RNA-Hybride.

Die so gewonnene cDNA wird als Matrize fir eine PCR zur in vitro-Amplifizierung
mit fir das zu untersuchende Gen spezifischen Primern verwendet, wobei die
Amplifikation nahezu exponentiell verlauft. Bei der PCR werden mehrmals
hintereinander ein Denaturierungsschritt, ein Anlagerungsschritt und ein
Elongationsschritt durchgefuihrt. Beim Denaturierungsschritt werden die beiden
DNA-Strange bei 95°C voneinander getrennt, indem die stabilisierenden
Wasserstoffbriicken zwischen den Basen der DNA zerstort werden. Nun kdnnen
sich die Primer, die als Ansatzpunkt fir die thermostabile Tag-Polymerase dienen,
anlagern. Die Anlagerungs-Temperatur sollte sich zwischen 50°C und 70°C
bewegen und ist abhéngig von der Primer-Komposition. Bei einer Temperatur von
72°C synthetisiert die Polymerase in einem semikonservativen Mechanismus den
neuen DNA-Tochterstrang aus den der Reaktion zugeflgten Desoxyribonukleotiden
(dNTPs). Die Quantifizierung der synthetisierten doppelstrangigen DNA erfolgt

mithilfe der Fluoreszenz eines DNA-Interkalators.

4.2.9.1 RNA-Isolation

a) Isolation von mRNA aus Zellen
Die Zellen wurden mithilfe von Trypsin-EDTA von einer 10 cm Schale geerntet, in

ein Rohrchen mit Zellkulturmedium dberfihrt und mit kaltem PBS bei 4°C
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gewaschen. Das trockene Zellsediment wurde entweder direkt verwendet oder

schockgefroren und bis zur RNA-Isolation bei - 80°C aufbewabhrt.

b) Isolation von mRNA aus Tumoren

Zur lIsolation der mRNA wurden 20 — 30 pg der Tumorproben mithilfe einer
Schwingmiihle (25 Hz, ca. 3 min) zerkleinert.

AnschlieBend wurde die RNA mithilfe des ,NucleoSpin RNA 1I* Kit der Firma
Macherey-Nagel nach Angaben des Herstellers isoliert. Hierbei wurde die RNA
mittels Saulenchromatographie aufgereinigt und mit 40 pl RNase-freiem Wasser

eluiert. Die RNA-Konzentration wurde wie in Kapitel 4.2.3 beschrieben bestimmt.

4.2.9.2 cDNA-Synthese: Erststrangsynthese durch Rev  erse
Transkription

Zur Reversen Transkription von mRNAs in cDNA unter Verwendung des ,Verso
cDNA Kits* wurden Oligo-dT-Primer eingesetzt, welche spezifisch an den Poly-A-
Schwanz der mRNAs binden und somit ausschlielich deren Amplifikation
ermdglichen. Das Kit wurde nach Angaben des Herstellers verwendet. Sollte die
cDNA fur eine RT-PCR verwendet werden, so wurde 1 ug RNA pro cDNA-Synthese
eingesetzt. Sollte die cDNA fur die Echtzeit-PCR verwendet werden, so wurden 1,5
— 2 ug RNA pro cDNA-Synthese eingesetzt. Bis zur weiteren Verwendung wurde die
cDNA bei -20°C gelagert.

4.2.9.3 PCR und Detektion des Amplifikats

RT-PCR

Die cDNA wurde zur Verdinnung mit 30 pl ddH,O versetzt. Zunachst wurde zum
Angleich der in die PCR-Reaktion eingesetzten cDNA-Menge eine PCR fir das
Referenz-Gen GAPDH durchgefiihrt. Der Reaktionsansatz wurde unter Verwendung

des ,2xTaq DNA Pol, Master Mix Red” wie folgt zusammengesetzt:

2xTaqg DNA Pol, Master Mix Red® 15 ul
Primer up 2 ul
Primer low 2 ul

ad 27 pl ddH,0

Je 27 pul dieses Reaktionsansatzes wurden in PCR-Reaktionsgefalle vorgelegt.

Anschlieend wurden je 3 pl der vorverduinnten (s. 0.) cDNA hinzu pipettiert. Das in
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die Reaktion eingesetzte cDNA-Volumen (und damit auch das ddH,O-Volumen)
wurde so lange variiert, bis die GAPDH-Signale aller Proben nach
gelelektrophoretischer Auftrennung im Agarosegel optisch gleich stark aussahen.
Die hierbei ermittelten cDNA-Volumina wurden nun in den folgenden PCRs fir die
Genexpressionsanalysen eingesetzt.

Folgendes Temperaturprofil wurde appliziert:

1) 94°C 2 min Aktivierung der hot start Tag-Polymerase
2) 94°C 30s Denaturierung des DNA-Doppelstrangs
3) Variabel 45 s Anlagerung der Primer

4) 72°C 1 min Elongation

5) 72°C 10 min finale Elongation

6) 4°C 0 Kihlen

Schritte 2, 3, und 4 wurden individuell dem zu untersuchenden Gen angepasst.
In der folgenden Tabelle werden die spezifischen Primer-Anlagerungstemperaturen

und Zyklenzahlen der verschiedenen Gene aufgefihrt.

Name Anlagerungstemperatur Anzahl Zyklen
BRCA1 59°C 27
DDB2 59°C 27
ERCC1 58°C 26
GAPDH 58°C 23
GADDA45A 54°C 28
WRN 58°C 28
XPA 59°C 28
XPB 59°C 27
XPC 59°C 27
XPD 58°C 28
XPF 60°C 30
XPG 58°C 28

Die PCR-Produkte wurden im 1% Agarose-Gel (s. 4.2.2) aufgetrennt, am UV-

Transilluminator visualisiert und fotografisch dokumentiert.

Echtzeit-PCR ( Real-time PCR)

Sowohl fir den PCR-Array, bei dem die Untersuchung von 96 Genen gleichzeitig
madglich ist, als auch fir die klassische Untersuchung einzelner Gene wurde die
Echtzeit-PCR verwendet. Um die Pipettiergenauigkeit zu erhéhen, wurden fir das

Pipettieren der Proben repellierende Spitzen verwendet.
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Fur die PCR-Reaktion selbst wurde der 2 x SYBR®GreenER™ gPCR SuperMix der
Firma Invitrogen, welcher u. a. SYBR Green, Tag-Polymerase, dNTPs und Mg**

enthalt, verwendet.

PCR-Array
Zunéachst wurde ein Mix bestehend aus 1 ml 2 x SYBRGreen Mix (s. 0.), 100 pl

cDNA und 100 pl H,O vorbereitet. Je 12 pl dieser Lésung wurden in eine 96-Loch-
Platte pipettiert, in denen 8 pl eines genspezifischen Primerpaars (625 nM) vorlagen

(s. 3.10.1). Folgendes PCR-Programm wurde appliziert:

50°C 2 min ) ]
} Vorbereitung 2 x SYBR ®GreenER™ gPCR SuperMix

95°C 8min30s

95°C 15s Denaturierung des DNA-Doppelstrangs

55°C 30s Anlagerung der Primer 45 X

72°C 40s Elongation: Temperaturoptimum der Tag-Polymerase

Wahrend eines jeden Zyklus’ wird die Fluoreszenzintensitat des dsDNA-
Interkalators SYBR® Green, welche proportional zur Menge des PCR-Produkts ist,
gemessen. Zur Normalisierung der Messwerte dienten die Haushalts-Gene GAPDH
und bActin. Kalibriert wurde auf einen beliebigen Messwert eines jeden Echtzeit-
PCR-Laufs. Normalisierung sowie Kalibrierung wurden automatisch durch die
Software iIQ5 2.0 Standard Edition durchgefiihrt. Wurde der Ct-Wert erst bei einer
Zyklenzahl > 35 erreicht, so fuhrte dies zu einem Ausschluss aus der Expressions-
Analyse. Zur Verifizierung der spezifischen Amplifikation erstellte das Gerat eine
Schmelzkurve, aus der die Schmelztemperatur T, des/der Amplifikate ablesbar ist
und mit der theoretischen T, des gewinschten Amplifikats verglichen werden kann.

Hierzu wurde folgendes Temperaturprofil appliziert:

95°C 1 min Initiale Denaturierung
55°C 1 min Abklhlen auf Starttemperatur
+0,5 °C in 10 s bis Erreichen von 95°C Detektion der Fluoreszenzintensitat

Wurden hierbei Primer-Dimere oder unspezifische Amplifikate detektiert, so wurde

der PCR-Lauf aus der Expressions-Analyse ausgeschlossen.
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Klassische Real time-PCR zur Analyse einzelner Gene

Zunachst wurden cDNA-Mix und Primer-Mix in entsprechender Menge vorbereitet.
1 x Primer-Mix

1,67 pl Primerpaar (3 puM)

10 pl 2x SYBR ®GreenER™ gPCR SuperMix

1 x cDNA-Mix

0,4 pl cDNA

7,93 ul ddH,O

11,67 pl des Primer-Mix wurden in eine 96-Loch-Platte vorgelegt. Anschlielend
wurde 8,33 pl cDNA-Mix hinzugefigt.

Jede Probe wurde als Triplikat angelegt. Sollte sich eines der Triplikate deutlich von
den anderen beiden unterscheiden, so wurde es aus der Genexpressions-Analyse
ausgeschlossen. Das applizierte PCR-Temperaturprofil und die Qualitatskontrolle

(Tm, Zyklenzahl) entsprachen denen des PCR-Arrays (s. 0.).

4.3 Biochemische Methoden

4.3.1 Herstellung von Gesamtzellextrakten fir Weste  rn Blots und
MGMT-Assay

Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten wurden die Zellen mit Trypsin-EDTA von
der Schale geldst und bei 4°C pelletiert. Nach Waschen mit kaltem PBS erfolgte die
Resuspension der Zellen in 150 - 300 pl Zelllysepuffer. Lyse und Zerstérung der
DNA wurden durch Sonifizierung mit 3 x 10 Pulsen (Ausgangsregler 4,
Auslastungsgrad 40%) erreicht. Zelltrimmer wurden durch Zentrifugation fir 10 min
bei 14.000 UpM und 4°C abgetrennt. Der Uberstand, der dem Gesamtzellextrakt
entspricht, wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald tberfihrt, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei — 80°C gelagert.

4.3.2 Herstellung von Phosphoprotein-Extrakten

Zur Herstellung von Phosphoprotein-Extrakten wurden die Zellen mit PBS
gewaschen, das anschlieRend griundlich entfernt wurde. Dann wurde ein der
Zelldichte angepasstes Volumen von erhitztem (95°C/56°C) 1 x SDS-Ladepuffer
(Roti Load, s. 3.4) auf die Schale gegeben. Mithilfe eines Zellschabers wurden die

Zellen von der Schale gelost und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? tberfihrt.
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AnschlieBend wurde das Lysat sonifiziert (3 x 10 Pulse, Ausgangsregler: 4,
Auslastungsgrad 40%) und fur 5/10 min bei 95°C/56°C denaturiert. Die Proben
wurden bei — 20°C gelagert. Die gleichmaliige Beladung der Gele wurde nach
Durchfiihrung eines Western Blots (s. 4.3.7) durch densitometrische Vermessung
der ERK2-Signalintensitat mit anschlie@endem Angleich des Probenvolumens

erreicht.

4.3.3 Herstellung von Gesamtzellextrakten aus Tumor gewebe
(Xenograft)

10 — 13 mg des Tumorgewebes wurden in ca. 60 pl/mg 1 x Probenpuffer (Roti Load,
s. 3.4) aufgenommen und mithilfe einer Schwingmuhle (25 Hz, ca. 3 min) zerkleinert
Das so entstandene Lysat wurde sonifiziert (3 x 10 Pulse, Ausgangsregler: 4,
Auslastungsgrad 40%) und anschlieRend bei RT und 14.000 UpM zentrifugiert. Der
Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald tberfihrt. Nun wurden die
Proben fir 10 min/5 min bei 56°C/95°C erhitzt, anschlieRend in flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur Verwendung bei — 20°C gelagert. Die gleichméRige
Beladung der Gele wurde nach Auftrennung der Proben mittels SDS-PAGE durch
densitometrische Vermessung der ERK2-Signalintensitat mit anschlieendem

Angleich des Probenvolumens erreicht.

4.3.4 Kern-Plasma-Fraktionierung von Zellen

Die Zellen wurden trypsiniert, sedimentiert und in Fraktionierungspuffer A
resuspendiert. Durch viermaliges Einfrieren (flissiger Stickstoff) und Auftauen
(37°C) mit anschlieBendem Vortexen fir 5 s wurden die Zellen aufgebrochen. Nach
der Sedimentation der Nuklei durch Zentrifugation (11000 UpM, 15 min, 4°C) wurde
der Uberstand, der der zytoplasmatischen Fraktion entspricht, in ein neues
Reaktionsgefald Uberfiihrt. Die Nuklei wurden in Fraktionierungspuffer B
resuspendiert, auf Eis sonifiziert und anschlieRend zentrifugiert (11000UpM, 15 min,
4°C). Der die nukledren Proteine enthaltende Uberstand wurde in ein neues
Reaktionsgefald Uberfihrt. Nach Schockgefrieren der Proben in flissigem Stickstoff
erfolgte deren Lagerung bei — 80°C. Die Proteinkonzentration wurde nach der
Bradford-Methode bestimmt.

74



Methoden

4.3.5 Proteinbestimmung mit der Bradford-Methode

Die Quantifizierung der Proteinmenge eines Zellextrakts erfolgte nach der Bradford-
Methode (Bradford, 1976).

Je nach zu erwartender Proteinkonzentration wurden von jeder Probe 1 — 2 pl in
Triplikaten in eine 96-Loch-Platte vorgelegt. Gleichzeitig wurde eine Eichkurve in
Quadruplikaten mit 0, 1, 2, 3, 4 und 5 pl einer 1 mg/ml BSA-Stammldsung pipettiert.
200 pl der Bradford-Lésung wurden hinzugegeben, die Platte wurde anschlie3end
fur ca. 5 min im Dunkeln inkubiert.

Die optische Dichte (OD) der Proben wurde photometrisch bei einer Wellenlange
von 620 nm am Mikroplattenleser bestimmt. Durch Vergleich der OD der Proben mit
der OD der BSA-Eichkurve konnte die Proteinkonzentration der Proben automatisch

durch das Programm Ascent Software v2.6 am Mikroplatten-Leser ermittelt werden.

4.3.6 MGMT-Aktivitatstest

Das klassische Substrat des DNA-Reparaturenzyms MGMT ist O°-Methylguanin,
welches durch Ubertragung auf einen Cystein-Rest im aktiven Zentrum des Enzyms
selbst repariert wird. Da die Bindung des O°-Methylguanins durch das Enzym
irreversibel ist, wird dieses hierbei inaktiviert (Kaina et al., 2007).

Auf diesen Gegebenheiten beruht das Prinzip des in vitro-MGMT-Aktivitatstest, bei
dem das im zu untersuchenden Zelllysat enthaltene MGMT die Ubertragung einer
radioaktiv-markierten Methylgruppe von der O®-Position eines Guanins aus einem
DNA-Oligonukleotid katalysiert (Myrnes et al., 1984). Die hierbei von MGMT
kovalent gebundene Radioaktivitat in Form von Tritium kann mithilfe eines
Flussigszintillationsz&hlers detektiert und quantifiziert werden, wobei die gemessene
Radioaktivitat proportional zur MGMT-Aktivitat ist.

Fir den MGMT-Aktivitatstest wurde Kalbsthymus-DNA verwendet, welche mit [°H]-
MNU radioaktiv markiert wurde. Nach dreimaliger Ethanol-Féllung und Ldsung in
TE-Puffer war die DNA gebrauchsfertig.

200 pg Protein des zu untersuchenden Zellextrakts (s. 4.3.1) wurden mit 10 pl der
Tritium-markierten DNA gemischt und mit Reaktionspuffer auf ein Gesamtvolumen
von 200 pl aufgefillt. AnschlieRend folgte eine Inkubation flir 90 min bei 37°C, bei
der die MGMT-Reaktion stattfand. Es folgte die Zugabe von 400 pl
Trichloressigsaure (TCA) und 100 ug BSA. Danach wurden die Proben 30 min lang
bei 95°C gekocht, was zur Hydrolyse der doppelstrdngigen DNA flihrte. Durch

Abkiihlen der Proben auf Eis wurden die Proteine gefallt und durch Zentrifugation
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bei maximaler Geschwindigkeit fir 10 min bei 4°C sedimentiert. Das
Proteinsediment wurde dreimal mit 400 pl 5% TCA gewaschen und mit 100 mM
NaOH-Lsg. hydrolysiert. Die Proben wurden mit 5 ml Szintillationslésung versetzt.
Die durch MGMT gebundene Radioaktivitat wurde im Flissigszintillationszéhler
gemessen. Da die MGMT-Reaktion irreversibel ist, korreliert die MGMT-Menge
direkt mit der gemessenen Radioaktivitdt, so dass die MGMT-Aktivitdt nicht wie

dblich in Units sondern in fmol/mg Gesamtprotein angegeben wird.

4.3.7 Western Blot

Mithilfe des Western Blots kdnnen relative Menge oder posttranslationale
Modifikation eines Proteins innerhalb eines Zellextrakts oder eines Proteingemischs
untersucht werden. Hierzu werden die Proteine durch diskontinuierliche SDS-PAGE
nach dem Lammli-Verfahren ihrer GroRe nach aufgetrennt. Das negativ geladene
Detergens SDS bindet und entfaltet Proteine und ,maskiert* deren Eigenladung, so
dass denaturierte SDS-Protein-Komplexe mit konstantem Ladungs-zu-Masse-
Verhéltnis und ahnlichen hydrodynamischen Eigenschaften entstehen, welche im
elektrischen Feld Richtung Anode wandern. Nach der gelelektrophoretischen
Auftrennung werden die Proteine durch elektrophoretischen Transfer aus dem Gel
auf einer Membran (PVDF, Nitrozellulose) immobilisiert. Die Visualisierung des zu
untersuchenden Proteins erfolgte mithilfe von spezifischen Antikérpern. Der
Primarantikérper bindet an das Protein der Wahl. Der an den Primé&rantikdrper
bindende Sekundarantikdrper ist mit einer Peroxidase oder einem IR-Farbstoffe

gekoppelt und kann mit entsprechendem Nachweissystem detektiert werden.

4.3.7.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PA GE)

Zuerst wurde das Trenngel gegossen (5 bis 15%) und mit Isopropanol
uberschichtet. Sobald die Polymerisierung des Acrylamids (induziert durch APS als
Radikalbilder und katalysiert durch TEMED) abgeschlossen war, wurde das
Isopropanol entfernt und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Die Taschen
fur die Proben wurden durch Eintauchen eines Kamms in das Trenngel ausgespatrt.

Die Zellextrakte wurden auf Eis aufgetaut. Nach Beladung der Proben in die
Taschen des Trenngels erfolgte die gelelektrophoretische Auftrennung zusammen
mit einem Protein- GroRenstandard in 1 x SDS-Laufpuffer (Roti Load, s. 3.4) bei

einer Spannung von 60 — 120 Volt.
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4.3.7.2 Proteintransfer: Elektroblotting durch Anwe ndung der Nass-
Blot-Methode

Vier Transferpapiere und eine Nitrozellulose-Membran wurden in Transferpuffer

eingeweicht. Das Sammelgel wurde verworfen und die Komponenten wurden wie

folgt luftblasenfrei angeordnet:

Anode
2 xTransferpapier
Nitrozellulose-Membran
Gel
2 xTransferpapier
Kathode

Der Transfer der Proteine erfolgte tber Nacht bei 100 mA. Zur Entfernung des
restlichen Transferpuffers wurde die Membran mit TBS gespult. Zur Abschéatzung
der Transfereffizienz und der Beladung sowie zur Markierung des Proteinmarkers
mit Bleistift erfolgte eine dreiminitige Farbung der auf der Membran gebundenen

Proteine mit Ponceau S-Losung. Die Entfarbung erfolgte mit TBST.

4.3.7.3 Immunodetektion

Zur Immunodetektion des Zielproteins wurde die Membran, je nach Primarantikdrper
und Empfehlung des Herstellers, fir 1 h bei RT in 3% MP-TBST bzw. 5% BSA-
TBST geblockt. Die Bindung des Erstantikdrpers (1:500 - 1:4000 in der
entsprechenden Blocklésung) fand stets bei 4°C lber Nacht statt. Nach dreimaligem
Waschen der Membran fir 10 min in TBST erfolgte die Inkubation der Membran in
der Zweitantikorper-Losung fur 1 - 2 h. Bei Verwendung eines IR-Farbstoff-
konjugierten Antikoérpers erfolgte dieser Schritt im Dunkeln. Zur Entfernung
ungebundener Zweitantikérper wurde die Membran erneut gewaschen (s. 0.). Bei
Verwendung eines IR-Farbstoff-konjugierten Zweitantikérpers wurde die Detektion
des zu untersuchenden Proteins mithilfe des Odysseys durchgefiihrt. Wurde ein
Peroxidase-konjugierter Zweitantikbrper verwendet, so wurde die Membran flr
3 min in Chemilumineszenz-Lésung inkubiert und anschliel3end mit Zellophan-Folie
umhdallt. In der Dunkelkammer erfolgte die Exposition des Chemilumineszenzfiims
innerhalb einer Entwicklungskassette. Die Expositionsdauer richtete sich nach der
Signalstarke und variierte, je nach Antikorper, zwischen ca. 3 s und 10 min. Nun

wurde der Film 15 — 25 s lang in 20% Entwickler-Losung und anschliel3end kurz in
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Leitungswasser geschwenkt. Zur Fixierung wurde der Film fur > 5 min in 20%
Fixiererldsung inkubiert und anschlieRend mit Leitungswasser gereinigt. Nach dem
Einscannen konnte die Signalintensitat der Banden mithilfe der Image J Software

densitometrisch vermessen werden.

4.4 Tierversuch

Die Tierversuche wurden vom Landesuntersuchungsamt Rheinland-Pfalz, Mainzer
Str. 112, 56068 Koblenz genehmigt und entsprechend der Vorgaben des
Tierschutzgesetzes (TierSchG) durchgefihrt.

NOD SCID®-Mause (NOD.CB17-Prkdcscid/NCrHsd) wurden Arbeitsgruppe Jonuleit
(Hautklinik und Poliklinik, Universitatsmedizin Mainz) bezogen. Fur die Tierversuche
wurden sie in einer Pathogen-freien Umgebung mit 12 Stunden Tag-/Nachtzyklus
bei einer Temperatur von 22 — 24 °C gehalten. Futter und Wasser wurden ad libitum
zur Verfigung gestellt.

Die praktische Arbeit des Tierexperiments bis einschlie3lich der Tétung der Mause
wurde durch Georg Nagel verrichtet. Durch Teilnahme an versuchstierkundlichen
Kursen nach Richtlinien der FELASA (Federation for Laboratory Animal Science
Associations) ist er geschult und geubt im Umgang mit Mausen. Fur das Experiment
wurden vier Mause mit einem Korpergewicht von 20 — 25 g zuféllig in zwei Gruppen
mit je 2 Tieren aufgeteilt. 8 x 10° A375-Melanomzellen wurden subkutan in die
Flanken eines jeden Tieres injiziert. Nach 22 Tagen hatte jede Maus zwei Tumore
geeigneter GréRe. Nun wurden 30 mg/kg O°BG (geldst in 33% PEG 400, 66% PBS,
steril) intraperitoneal injiziert. Zwei Stunden spater erfolgte die intraperitoneale
Injektion von FM (geldst in 25% Ethanol, 75% 0,9% NaCl-Lsg., steril) mit einer Dosis
von 70 mg/kg, wahrend die beiden Kontrollméuse nur die Ethanol-NaCl-Lsg.
erhielten. 40 h nach FM-Behandlung wurden die Tiere nach Tierschutzvorgaben
(TierSchG, 84) getttet. Die Tumore wurden mittels Sektion entnommen, in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bei — 80°C gelagert.

Die Aufarbeitung der Proben fir Western Blot und PCR ist in Kapitel 4.3.3 und
4.2.9.1b beschrieben.

4.5 Statistiken

Allen quantitativen Analysen liegen jeweils die Ergebnisse von mindestens drei
unabhangigen Experimenten zu Grunde. Die Daten wurden mithilfe der Software
Graph Pad Prism v3.0.2 analysiert, wobei die automatisch berechneten Mittelwerte

graphisch aufgetragen wurden. Die in den Abbildungen dargestellten Fehlerbalken
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wurden automatisch berechnet und geben die so genannte Standardabweichung
des Mittelwerts (Standard error of the mean, SEM) wieder. Sie ist der Quotient aus

Standardabweichung und der Quadratwurzel der Probenzahl.

i eD?)
SEM = = :

wobei n = Anzahl Messwerte,
T = empirischer Mittelwert
x; = Messwert x bei Probe i

Zur Uberpriifung der Signifikanz der gemessenen Unterschiede zwischen zwei
Gruppen (Zelllinie 1 vs. Zelllinie 2 oder behandelt vs. unbehandelt) wurden P-Werte
mit dem ungepaarten T-Test berechnet und folgendermalRen angegeben: * P <
0,05; ** P < 0,005; *** P < 0,001
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5 Ergebnisse

5.1 Untersuchungen zur Resistenz menschlicher malig ner
Melanom-Zelllinien gegenuber dem [CL-induzierenden
Zytostatikum Fotemustin

Die Resistenz gegentber jeglicher Therapieform ist ein Charakteristikum des
metastasierenden malignen Melanoms, welches diese Krankheit zu einer der
verheerendsten Neoplasien macht. Zur Chemotherapie des malignen Melanoms
wird haufig das ICL-induzierende Zytostatikum Fotemustin eingesetzt. Obwohl ICL
eine der gefahrlichsten und toxischsten DNA-Lasionen sind, ist die Ansprechrate der
Tumore auf die Behandlung mit FM sehr schlecht. Die der Resistenz zugrunde
liegenden Mechanismen sind weitgehend unbekannt. Im folgenden Kapitel werden
Melanomzellen bezlglich ihrer Resistenz gegentiber FM untersucht, die durch die
Behandlung ausgeltsten zellularen Reaktionen genauer beleuchtet und mdgliche
Resistenzmechanismen der Zellen aufgezeigt. Bei der Betrachtung der folgenden
Ergebnisse ist zu beachten, dass in allen Versuchen eine Depletion von MGMT (s.
2.3.1) mit dem spezifischen Inhibitor O°BG vorgenommen wurde (Dolan et al.,
1990), um MGMT-Aktivitats-bedingte Unterschiede zwischen den Zelllinien zu

eliminieren.

5.1.1 Untersuchung der Sensitivitit menschlicher ma  ligner
Melanom-Zelllinien gegentiber FM

Zur Bestimmung der Sensitivitat maligner Melanom-Zelllinien gegentber FM wurden
diese mit einer FM-Dosis von 32 uM behandelt. Fety und Kollegen haben gezeigt,
dass in der Therapie des Melanoms Serumspiegel von 5 — 26 pM (1,65 — 7,9 pg/ml)
erreicht wurden (Fety et al., 1992); die in den folgenden Experimenten verwendete
Dosis von 32 pM liegt somit leicht Uber den in der Therapie erreichten
Serumspiegeln. 24 bis 144 h nach Behandlung erfolgte die Bestimmung der SubG1-
Fraktion am Durchflusszytometer.

In Abb. 7A ist dargestellt, dass die verschiedenen Zelllinien sehr unterschiedlich auf
die FM-Behandlung reagierten. Ein Anstieg der Apoptose-Rate wurde friihestens 48
h nach FM-Behandlung beobachtet. Die Apoptose-Raten der Zelllinien DO5 (p53wt),
D14 (p53mt), RPMI-7951(p53mt) und MeWo (p53mt) nehmen bis 144 h nach
Behandlung zu, wahrend die Zelllinien A375 (p53wt), G361 (p53wt) und Malme-3M

(p53wt) resistent sind. Da die Sensitivitat der Zelllinien mit ihrem p53-Status in
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Verbindung stehen kdnnte, wurde eine durch FM verursachte Stabilisierung von p53
und Steigerung seiner transkriptionellen Aktivitat in einem Zelllinienpaar bestehend
aus einer p53wt (D05) und einer p53mt (D14) Zelllinie exemplarisch untersucht.

A 701 4 a37s B
~ g0, 208 D05 D14
< 60{-m G361
o | # Mamean B RS | o
§ 3015 rPmI7951 Ry P
2 o [~ — === ERK2
g .
3w 0 16 24 0 16 24 Zeit(h)
§ 201 D05 D14
3 -+ + + - + + + FM
= 10 | o — |p21

[=]

[ s e — — - ERK2
0 24 48 72 0 24 48 72 Zeit(h)

Zeit (h)

Abb. 7: Untersuchung der Apoptose-Induktion und p53 -Aktivierung nach FM-
Behandlung (32 pM) in menschlichen malignen Melanom  -Zelllinien. (A) Kinetik der
Apoptose-Induktion durch FM 24 bis 144 h nach Behandlung. Die SubG1-Fraktion wurde
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Daten reprasentieren die Ergebnisse von mindestens
drei unabhangigen Experimenten. #: Daten von Dr. Steffen Naumann. (B) Western Blot-
Analyse der p53- und p21-Proteinmengen in Kernextrakten von D05 (p53wt) und D14
(p53mt) Zellen nach FM-Behandlung. ERK2 diente als Ladekontrolle.

Wahrend in DO05-Zellen bereits 16 h nach FM-Behandlung ein Anstieg der p53-
Menge zu sehen war, wiesen D14-Zellen bereits eine hohe basale p53-Menge auf,
die 24 h nach Behandlung nicht anstieg (Abb. 7B, oben ). FM verursachte in DO5-
Zellen 24 bis 72 h nach Behandlung einen kontinuierlichen Anstieg von des durch
p53 transkriptionell regulierten Proteins p21, wéahrend in D14-Zellen die p21-
Proteinmenge zu allen Zeitpunkten unter der Detektionsgrenze blieb (Abb. 7B,
unten).

Die in Abb. 7 gezeigten Ergebnisse werfen die Frage auf, ob in Melanom-Zelllinien
eine Korrelation zwischen dem p53-Status und der Resistenz gegenuber FM
besteht. Sie eine durch FM verursachte Stabilisierung und Aktivierung von p53 in

D05-Zellen, welche in den p53mt D14-Zellen nicht zu sehen war.

5.1.2 Untersuchung einer Verbindung zwischen dem p5  3-Status
und einer Resistenz gegeniber FM

Ein mdglicher Zusammenhang des p53-Status mit der Resistenz gegeniiber FM
sollte in einem isogenen Zellsystem untersucht werden. Hierzu wurden D05-Klone

etabliert, welche durch stabile Expression einer shRNA gegen p53 einen p53
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Knockdown aufweisen. Diese Zellen werden im Folgenden als ,shp53“ bezeichnet.
Ihre als Kontrollzellen fungierenden Pendants, welche lediglich mit dem Leervektor
transfiziert wurden, werden als ,empty* bezeichnet. Durch Untersuchung der
Proliferation mithilfe von Wachstumskurven wurde ausgeschlossen, dass der p53
Knockdown eine Erhdhung der Proliferations-Rate bewirkt. Damit ist der Ausfall von
p53 ursachlich fur die mogliche Sensitivierung der Melanomzellen gegeniiber FM

verantwortlich.

A B
501 pos
D05 shp53 empty | snpss
B T B T - + EM §4u -l empty %
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Q
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| |ERK2 &
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N
| |ERK2 B
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Abb. 8: Untersuchung des Einflusses von p53 auf mal igne Melanom-Zelllinien

beziglich ihrer Resistenz gegeniber FM, ICL-Reparat urkapazitdit und DNA-
Schadensantwort. (A) Verifizierung des p53 Knockdowns in D05-Zellen mittels Western
Blot. Hierzu wurden p53- und p21-Mengen in Kernextrakten von D05-, shp53- und empty-
Zellen 48 h nach FM-Behandlung (64 uM) analysiert. ERK2 diente als Ladekontrolle. (B)
Kinetik der Apoptose-Induktion durch FM (32 pM) 72 bis 144 h nach Behandlung. Die
SubG1-Fraktion wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Die Daten reprasentieren die
Ergebnisse von mindestens drei unabhangigen Experimenten. * P < 0,05. (C) Untersuchung
der ICL-Reparaturkapazitat der DO5 (p53wt) und D14 (p53mt)-Zellen. 24 und 48 h nach FM-
Behandlung (32 pM) wurden die Proben mithilfe des ICL Comet Assays analysiert.
Dargestellt ist das Relative Tail Moment (RTM) im Verhaltnis zur jeweiligen unbehandelten
Kontrolle (RTM = 100%) (D) Western Blot-Analyse der ATR- und BRCA1l-
Gesamtproteinmengen sowie der entsprechenden Phosphoproteinmengen (p-BRCA1°¢*°*
und p-ATRsemzs) in Gesamtzellextrakten von D05 (p53wt) und D14 (p53mt)-Zellen nach FM-
Behandlung (32 uM). ERK2 diente als Ladekontrolle.

In Abb. 8A st die Verifizierung des p53 Knockdowns mittels Western Blot
dargestellt. Wie erwartet sind die basalen p53-Proteinmengen im shp53-Klon

geringer als im empty-Klon und in der parentalen Zelllinie. Wahrend sowohl in der
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parentalen D05-Zelllinie als auch im empty-Klon ein Anstieg der p53-Mengen nach
FM-Behandlung (64 pM, 48 h) nachzuweisen war, war dieser im shp53-Klon nicht
zu beobachten. In Ubereinstimmung mit den fir p53 gemachten Beobachtungen
waren die Ergebnisse fur p21, dessen Gen CDKN1A ein klassisches p53-Zielgen
ist. Die basale p21-Menge war in shp53-Zellen niedriger als in den beiden
Kontrollzelllinien DO5 und D05 empty. Dies ging ebenso mit einer schwécheren FM-
vermittelten p21l-Induktion in den shp53-Zellen im Vergleich mit ihren beiden
Kontrollzelllinien einher.

Die Sensitivitat der drei Zelllinien wurde 72 bis 144 h nach FM-Behandlung (32 pM)
durch Bestimmung der SubGl-Fraktion ermittelt (Abb. 8B). Der shp53-Klon war
deutlich sensitiver als der empty-Klon und auch als die parentale Zelllinie. Er wies
eine signifikant erhdhte Apoptose-Rate auf (Signifikanzberechnungen beziehen sich
auf empty-Klon), welche nach 144 h knapp 40% erreichte. Die Depletion von p53
fuhrte somit zur Sensitivierung der D05-Melanomzellen gegentber FM.

Da p53 eine bedeutende Rolle bei der Stimulation der DNA-Reparatur spielt (s.
2.3.2.1 und Sengupta und Harris, 2005) sollte Uberprift werden, ob p53wt Zellen
eine hohere ICL-Reparaturkapazitat aufweisen. Diese konnte der Resistenz der
p53wt Zellen gegenuber FM zugrunde liegen. Fiur diese Versuche wurde das
beziglich ihres p53-Status charakterisierte (s. Abb. 7B und Naumann et al., 2009)
Zelllinienpaar DO5 und D14 herangezogen. Mithilfe des ICL Comet Assays wurden
die relativen ICL-Mengen in der DNA von D05 und D14-Zellen nach FM-Behandlung
untersucht. Wie Abb. 8 C zeigt, wurde 24 h nach FM-Behandlung (32 uM) in beiden
Zelllinien eine Aahnlich starke FM-induzierte Verknipfung der DNA-Strédnge
detektiert. 48 h nach FM-Behandlung stieg das Relative Tail Moment (%) in den
D05-Zellen auf nahezu den Ausgangswert an, was einer Reparatur der Crosslinks
entspricht. Dieser Anstieg blieb in den D14-Zellen aus. Diese Daten belegen eine
Verbindung zwischen dem p53-Status und der ICL-Reparaturkapazitat.

Aufgrund der geringeren Reparatur der ICL in den D14-Zellen ist anzunehmen, dass
D14-Zellen eine starkere DNA-Schadensantwort (DDR) als D05-Zellen aufweisen.
Um dies zu Uberprifen, wurden die Mengen der DDR-Proteine ATR und BRCAL
und ihrer phosphorylierten Formen per Western Blot untersucht. Zwischen D05- und
D14-Zellen war kein Unterschied in den Gesamt-ATR-Mengen nachzuweisen.
Allerdings konnte in den D14-Zellen 24 bis 72 h nach FM-Behandlung (32 uM) ein
Anstieg der Gesamt-BRCA1-Mengen detektiert werden (Abb. 8D). Die FM-
Behandlung fiihrte in D0O5-Zellen zu keiner Verdnderung der Phosphorylierung von
ATM und BRCAL. In D14-Zellen war im Zeitverlauf ein kontinuierlicher Anstieg

beider Phosphoproteine zu beobachten.
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Zusammenfassend zeigen die in Abb. 8 préasentierten Daten, dass das
Tumorsuppressorprotein p53 menschlichen malignen Melanom-Zelllinien Resistenz

gegenuber FM verleiht.

5.1.3 Analyse der basalen und FM-abhangigen Express ion von
DNA-Reparatur-Genen; Rolle von p53

Die Expression von NER-Genen sollte exemplarisch in D05 (p53wt)- und D14
(p53mt)-Zellen aus folgenden Grinden analysiert werden: 1) Proteine der NER sind
in der Reparatur von ICL involviert (s. 2.3.4) und 2) die NER-Gene DDB2 und XPC
werden p53-abhangig reguliert (s. 2.3.2.1). Zusatzlich wurde die Expression von
BRCAL untersucht, da es zum Einen ein bedeutendes DDR-Gen ist und bei der
Reparatur von FM-induzierten Schaden von Bedeutung sein konnte (s. 2.3.3), zum
Anderen spielt BRCA1 eine Rolle bei der Transaktivierung von DDB2 und XPC
durch p53 (s. 2.3.2.1).

Abb. 9A zeigt die mRNA-Mengen der Gene BRCAL, DDB2, ERCC1, XPA, XPB,
XPC, XPD, XPF und XPG in unbehandelten Zellen sowie nach 6- und 24-stiindiger
FM-Behandlung (32 pM). In beiden Zelllinien waren die mRNAs aller untersuchten
Gene detektierbar. Nach 6 h war keinerlei Effekt der FM-Behandlung zu sehen.
Wahrend die FM-Behandlung in DO5-Zellen 24 h nach Behandlung zu einer DDB2-
und XPC-Induktion fuihrte, wurde BRCA1 ausschlie3lich in D14-Zellen transaktiviert.
Letztere auf mMRNA-Ebene gemachte Beobachtung deckt sich mit den per Western
Blot-Analyse gewonnenen Ergebnissen bezlglich der BRCAL1-
Gesamtproteinmengen und der BRCA1-Phosphorylierung, die in Abb. 8D bereits
vorgestellt wurden.

Die Dosis-Wirkungs-Beziehung der Expression von DDB2, XPC und BRCAL wurde
eingehender analysiert (Abb. 9B ). Hierzu wurden FM-Dosen zwischen 0 und 128
UM eingesetzt. In DO5-Zellen war 24 h nach Behandlung bereits ab einer FM-Dosis
von 16 uM eine Induktion von XPC und DDB2 zu beobachten, welche in D14-Zellen
auch bei hohen FM-Dosen nicht erreicht werden konnte. Wahrend in D14-Zellen die
BRCAZ1-Induktion verifiziert werden kann, fihren in der Zelllinie DO5 auch hohe FM-
Dosen bis zu 128 pM nicht zu einem Anstieg der BRCA1 mRNA-Menge.

Des Weiteren wurde untersucht, ob die auf mMRNA-Ebene beobachtete
Transaktivierung von XPC und DDB2 auch auf Proteinebene nachweisbar ist und
wie sich die Induktion im Zeitverlauf darstellt. Die Behandlung von D05-Zellen mit 32
UM FM fihrte in einem Zeitraum von 24 bis 72 h zu einem kontinuierlichen Anstieg
der XPC und DDB2-Mengen; dies war in D14-Zellen nicht der Fall (Abb. 9C). Die
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DDB2-Menge der D14-Zellen blieb beim hier gezeigten Blot unter der

Detektionsgrenze, konnten aber durch langere Exposition sichtbar gemacht werden.
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Abb. 9: Analyse der Expression der DNA-Reparatur-Ge  ne BRCAL, DDB2, ERCC1, XPA,
XPB, XPC, XPF und XPG in D05 (p53wt) und D14 (p53mt) Melanom-Zelllinien  mit und
ohne FM-Behandlung. (A) Die Kinetik der Expression oben genannter DNA-Reparatur-
Gene nach FM-Behandlung (32 pM) wurde mittels RT-PCR untersucht. Das Gen GAPDH
(,Housekeeping gene*) diente als interne Kontrolle fur die eingesetzte cDNA-Menge. (B) Die
Dosis-Wirkungs-Beziehung der Regulation der DDB2-, XPC- und BRCA1-Genexpression
wurde 24 h nach FM-Behandlung (32 pM) mittels RT-PCR untersucht. Die
Induktionsfaktoren (IF) beschreiben die mRNA-Menge des jeweiligen Gens nach FM-
Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Das Gen GAPDH (,Housekeeping
gene") diente als interne Kontrolle zur Normalisierung auf die eingesetzte cDNA-Menge. (C)
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Western Blot-Analyse der XPC- und DDB2-Proteinmengen in Kernextrakten von D05- und
D14-Zellen 24 bis 72 h nach FM-Behandlung (32 uM). ERK2 diente als Ladekontrolle.

Die in Abb. 8D und Abb. 9 gezeigten Daten zeigen eine FM-abhangige Regulation
der Gene BRCA1, XPC und DDB2 in malignen Melanomzellen auf, welche ab 24 h

nach FM-Behandlung und bereits bei niedrigen Dosen von 16 uM nachweisbar war.

5.1.4 Analyse der DDB2- und XPC-Induktion auf Prote inebene in
weiteren p53wt und p53mt Zelllinien

Da das Tumorsuppressorprotein p53 ein wichtiger Transkriptionsfaktor fir DDB2
und XPC ist (s. 2.3.2.1), sollte seine Rolle bei der Transaktivierung dieser beiden
Gene in Melanomzellen noch detaillierter untersucht werden. Die bereits in Abb. 8
aufgefiihrten DO5 p53shRNA-Klone bieten die Moglichkeit, die p53-Abhangigkeit der

DDB2- und XPC-Induktion in einem isogenen Zellsystem zu bestatigen.
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Abb. 10: Untersuchung der p53-Abhangigkeit der DDB2- und XPC  -Induktion nach FM-
Behandlung. (A) Mittels Western Blot wurden die Proteinmengen in Kernextrakten von
unbehandelten und FM-behandelten (64 pM, 48 h) DO05-Zellen sowie p53shRNA-
exprimierenden Zellen und ihren entsprechenden Leervektor-transfizierten Kontrollzellen
(empty) analysiert. ERK2 diente als Ladekontrolle. (B) Western Blot-Analyse von p53-, p21-,
DDB2 und XPC-Proteinmengen 24 h nach FM-Behandlung (32 uM) in Gesamtzellextrakten
von A375 (p53wt) und RPMI-7951 (p53mt)-Zellen. ERK2 diente als Ladekontrolle.

Hierzu wurden die parentale Zelllinie, der empty-Klon und der shp53-Klon beziglich
ihrer FM-induzierten Transaktivierung von DDB2 und XPC untersucht. Wéhrend die

parentale Zelllinie und der empty-Klon einen Anstieg der DDB2- und XPC-
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Proteinmengen nach FM-Behandlung (64 uM, 48 h) aufwiesen, konnte dieser im
shp53-Klon nicht beobachtet werden (Abb. 10A).

Zusammenfassend lasst sich aus den in Abb. 10 vorgestellten Daten schlief3en,
dass die durch FM induzierte Transaktivierung von DDB2 und XPC p53-vermittelt

und eine generelle Reaktion von p53wt Melanomzellen ist.

5.1.5 Untersuchung der Rolle von XPC bei der Vermit tlung der
Resistenz gegeniber FM

5.1.5.1 Charakterisierung von A375 XPC shRNA- und  empty -Zellen

Um die biologische Funktion der XPC-Induktion in p53wt Zellen genauer zu
untersuchen, wurden A375-Klone etabliert, welche shRNA gegen XPC exprimieren
und daher einen stabilen XPC Knockdown aufweisen. Diese Zellen werden im
Folgenden als ,shXPC* bezeichnet. lhre als Kontrollzellen fungierenden Pendants
wurden lediglich mit dem Leervektor transfiziert und werden als ,empty” bezeichnet.
Diese beiden Klone wurden zunachst beziiglich ihrer XPC-Expression, ihres p53-
Status und der Funktionalitdt des Knockdowns charakterisiert.

Die Abb. 11A préasentiert die mittels Western Blot analysierten XPC-Proteinmengen
der beiden Klone. Der shXPC-Klon zeigt einen XPC Knockdown; die
densitometrische Vermessung der Banden ergab nach Normalisierung auf die
Intensitat der ERK2-Banden, dass die XPC-Proteinmenge um 70% reduziert wurde.
Die Real-time PCR-Analysen der XPC mRNA-Menge bestéatigten die im Western
Blot erhaltenen Ergebnisse (Abb. 11B): Die basale XPC mRNA-Menge betréagt im
shXPC Klon nur noch 55%. Die Behandlung des empty-Klons mit FM (32 uM, 24 h)
resultierte in einer Erhéhung der XPC mRNA-Menge auf das 2,1-fache der basalen
Expression. Im shXPC-Klon fuhrte die FM-Behandlung ebenfalls zu einer XPC-
Induktion; die XPC mRNA-Menge blieb aber unter dem des behandelten empty-
Klons.

XPC ist ein bedeutender Faktor bei der Reparatur von UV-induzierten DNA-
Schaden (s. 2.3.2); eine Verminderung der XPC-Proteinmengen sollte folglich zu
einer Sensitivierung gegenuber UV-Licht fuhren. Diese Tatsache wurde zu Nutze
gemacht, um die Funktionalitat des Knockdowns durch Bestrahlung der Zellen mit
UV-Licht zu verifizieren. Der shXPC-Klon sowie der empty-Klon wurden mit UVC-
Licht (20 J/m® bestrahlt. 72 h spater wurde die SubG1-Fraktion
durchflusszytometrisch ermittelt. Wie erwartet reagierten die XPC Knockdown-
Zellen sensitiver auf die Bestrahlung (Abb. 11C): Sie induzierten 1,7x so viel

Apoptose wie die emtpty-Zellen.
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Abb. 11: Charakterisierung der A375 empty - und XPC shRNA-Klone. (A) Verifizierung
des Knockdowns von XPC auf Proteinebene mittels Western Blot. Die relative XPC-
Expression ergibt sich durch Vergleich der XPC-Signalintensitat der shXPC-Zellen mit der
XPC-Signalintensitat der empty-Kontrollzellen nach Normalisierung auf die eingesetzte
Proteinmenge mithilfe der ERK2-Signalintensitat der jeweiligen Probe. (B) Verifizierung des
Knockdowns auf mRNA-Ebene mittels Real-time PCR in sowohl unbehandelten als auch in
FM-behandelten empty- und shXPC-Zellen. Dargestellt sind die relativen XPC mRNA-
Mengen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (IF = 1) des empty-Klons nach
Normalisierung auf die eingesetzte cDNA-Menge mithilfe der Gene (,Housekeeping genes®)
GAPDH und ACTB. * P< 0,05; *** P < 0,001. (C) Die induzierte Apoptose in empty- und
shXPC-Zellen nach Bestrahlung mit 20 J/m? UVC wurde durch Messung der SubG1-Fraktion
am Durchflusszytometer ermittelt. Die Daten wurden auf die in empty-Zellen induzierte
Apoptose normalisiert und reprasentieren drei unabhéangige Experimente. * P< 0,05. (D)
Verifizierung des p53wt-Status des empty- und shXPC-Klons durch Uberpriifung der FM-
induzierten Transaktivierung der p53-Zielgene MDM2 und CDKN1A (p21) mittels Real-time
PCR. TP53 diente als Negativkontrolle. Die Induktionsfaktoren (IF) beschreiben die mRNA-
Mengen der verschiedenen Gene nach FM-Behandlung im Vergleich zur mRNA-Menge in
den jeweiligen unbehandelten Kontrollen (IF = 1, nicht dargestellt) nach Normalisierung auf
die eingesetzte cDNA-Menge mithilfe der Gene GAPDH und ACTB. Dargestellt sind die
Ergebnisse von drei unabhangigen Experimenten.

Des Weiteren sollte sichergestellt werden, dass keine Mutationen (beispielsweise
wahrend der klonalen Selektion) im TP53-Gen aufgetreten sind. Hierzu wurde
mittels Real-time PCR die Induktion der beiden p53-Zielgene CDKN1A (p21) und
MDM2 nach FM-Behandlung Uberprift. Abb. 11D zeigt, dass sowohl die CDKN1A
als auch die MDM2 mRNA-Mengen in beiden Klonen nach FM-Behandlung (32 uM,
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24 h) anstiegen. Im empty-Klon erhéhte sich die CDKN1A mRNA-Menge auf das 7-
fache des basalen Werts, die MDM2-Menge auf das 3,3-fache. Im shXPC-Klon stieg
die CDKN1A mRNA-Menge ebenfalls auf das 7-fache, die MDM2-Menge auf das
4,6-fache. TP53 mRNA konnte in beiden Klonen nachgewiesen werden und diente
als Negativkontrolle. Die in Abb. 11D vorgestellten Ergebnisse lassen auf einen
p53wt-Status beider Klone schliel3en.

Aus den in Abb. 11 vorgestellten Experimenten lasst sich schlieRen, dass die A375
shXPC-Zellen und ihre empty-Kontrollzellen einen funktionalen XPC Knockdown
aufweisen. Sie sind somit fur weitere Untersuchungen zur Rolle von XPC bei der

Resistenzvermittlung gegeniiber FM geeignet.

5.1.5.2 Untersuchung der Sensitivitat der A375 XPCs hRNA-
exprimierenden Zellen gegentber FM

Nachdem die shXPC-Zellen und ihre empty-Kontrollzellen charakterisiert waren,

sollte eine mdgliche erhdhte Sensitivitat der shXPC-Zellen gegenuber FM

untersucht werden. Hierzu wurden shXPC- und ihre empty-Kontroll-Zellen fir 96 h

mit FM behandelt. Hierbei wurden neben der blichen Dosis von 32 pM auch zwei

hoéhere FM-Dosen (80 uM und 128 pM) eingesetzt, die allerdings klinisch nicht
relevant sind.
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Abb. 12: Untersuchung der Apoptose-Induktion in A37 5 empty - und XPCshRNA-Zellen
nach Behandlung mit FM (32, 80, 128 uM). 96 h nach FM-Behandlung wurden die SubG1-
Fraktionen durchflusszytometrisch bestimmt. Die Daten reprasentieren die Ergebnisse von
funf unabh&ngigen Experimenten. * P< 0,05; *** P < 0,001.

Die Bestimmung der SubG1-Fraktion am Durchflusszytometer ergab, dass beide
Klone resistent gegenuber der FM-Dosis von 32 pM waren (Abb. 12). Die
apoptotische Fraktion des empty-Klons nach Behandlung mit 32 pM FM deckt sich
mit der in Abb. 7A dargestellten apoptotischen Fraktion der parentalen Zelllinie von
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2,6%. Ab einer Dosis von 80 uM reagierten shXPC-Zellen sensitiver auf FM als die
empty-Zellen. Bei der FM-Dosis von 128 uM erreicht die Apoptose-Rate der shXPC-
Zellen 35,9%, wahrend sie in den empty-Zellen nur 10,3% betragt.
Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Reduktion der XPC-Menge im hier
untersuchten Melanom-Zellsystem zu einer Sensitivierung der Zellen fihrt. Dies war
allerdings erst bei hoheren FM-Dosen als die ublich verwendete (32 puM) zu
beobachten.

5.1.6 Untersuchung der Dauer der durch FM ausgelost en
Induktion von XPC und DDB2

Ein in der Klinik angewendetes Therapieschema zur Behandlung des
metastasierten Melanoms mit FM umfasst die wiederholte Verabreichung des
Medikaments in einem Abstand von einer Woche (Avril et al., 2004; Gill et al., 2007;
Mornex et al., 2003; Siegel et al., 2007). Aus diesem Grund sollte untersucht
werden, ob die durch FM ausgeldste Induktion von XPC und DDB2 ein mehrere
Tage anhaltender Effekt ist, welcher Resistenz gegeniber einer weiteren
Behandlungsdosis verursachen kdnnte (Adaptive response).

D05 A375
-+ + 4+ - + + + FM
| o~ | XPC
[ —— — —— —|ERK2
|| =~ = e~ - wwe=-DDB2
|\r~\—~-—.¢-.¢-~-—=-‘ |ERK2
‘ —— — — |p21
|~ e e—=— - -~ _ |ERK2

0 48 96144 0 48 96 144 Zeit(h)

Abb. 13: Untersuchung der Persistenz der durch FM a  usgeldsten Aktivierung von p53
und Induktion von XPC, DDB2 und p2l. Mittels Western Blot-Analyse wurden die
Proteinmengen in Gesamtzellextrakten 48, 96 und 144 h nach Behandlung (20 pg/ml)
bestimmt. ERK2 diente als Ladekontrolle.

Die in Abb. 13 dargestellten Western Blots zeigen in D05-Zellen bis zu 144 h nach
FM-Behandlung eine Stabilisierung von p53, welche mit verstarkter Expression der
p53-Zielgene XPC, DDB2 und p21 einherging. In A375-Zellen liel3 sich bis 96 h
nach FM-Behandlung eine Induktion aller vier untersuchten Proteine feststellen.
144 h nach Behandlung befanden sich die Proteinmengen von p53, XPC und DDB2
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wieder auf Kontrollniveau. Nur im Falle von p21 wurden 144 h nach Behandlung
noch erhdhte Proteinmengen nachgewiesen.

Zusammenfassend zeigen die in Abb. 13 dargestellten Daten, dass die durch FM
ausgeloste Induktion von XPC und DDB2 lang andauernd ist und sogar bis zu 144 h
persistieren kann.

5.1.7 Untersuchung der Expression von DNA-Reparatur  -Genen in
Vivo

Zur Bearbeitung der Fragestellung, ob die in Melanom-Zelllinien gewonnenen Daten
zur FM-vermittelten Stabilisierung von p53 und Transaktivierung seiner DNA-
Reparatur-Zielgene XPC und DDB2 auch auf die in vivo-Situation Ubertragbar sind,
wurde ein A375 Xenograft-Mausmodell etabliert.

A
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Real-time PCR

Western Blot

A375
Tumor
FM

p53

1

DDB2
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Abb. 14: Untersuchung der FM-induzierten DNA-Schade nsantwort in vivo mithilfe
eines A375 (p53wt) Xenograft-Modells. (A) Ubersicht (iber das durchgefiihrte
Tierexperiment. A375-Zellen wurden subkutan in die Flanken von 4 Mausen injiziert, so dass
sowohl die Kontroll- als auch die FM-Gruppe je zwei Tiere mit je zwei Tumoren enthielt. 22
Tage nach Inokulation der Zellen hatten die Tumore eine geeignete GroRRe erreicht. Eine
systemische MGMT-Depletion wurde durch die Injektion von O°BG erzielt. 2 h nach O°BG-
Behandlung wurde FM i.p. injiziert. 40 h spéater erfolgte die Entnahme der Tumore fur Real-
time PCR- und Western Blot-Analysen. (B) Untersuchung der FM-abhangigen Regulation
der DNA-Reparatur-Gene BRCA1, DDB2, ERCC1, XPA, XPC, XPF und XPG. TP53 diente
als Negativkontrolle, MDM2 als Positivkontrolle. Dargestellt sind die Ergebnisse dreier
Wiederholungen mit zuféllig gepaarten Proben der je vier Kontroll- und je vier behandelten
Tumoren. Die Induktionsfaktoren (IF) beschreiben die mRNA-Mengen der verschiedenen
Gene nach FM-Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (IF = 1) nach
Normalisierung auf die eingesetzte cDNA-Menge mithilfe der Gene GAPDH und ACTB
(,Housekeeping genes"). * P< 0,05; ** P < 0.01; *** P < 0,001. (C) p53-, DDB2 und XPC-
Proteinmengen in unbehandelten und FM-behandelten A375-Tumorproben. ERK2 diente als
Ladekontrolle.
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Eine Ubersicht (iber den Zeitverlauf des Tierversuchs findet sich in Abb. 14A .

Die A375-Tumore wurden 40 h nach Behandlung der Mause mit FM entnommen.
Mittels Real-time PCR wurde die Expression der DNA-Reparatur-Gene BRCA1,
DDB2, ERCC1, XPA, XPC, XPF und XPG nach FM-Behandlung der Tiere in den
Tumoren bestimmt. Als Positivkontrolle wurde das p53-Zielgen MDMZ2, als
Negativkontrolle TP53 selbst untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 14B
dargestellt. Die Behandlung mit FM hatte auf die Expression der Gene ERCC1, XPA
und XPF keinen Effekt. Auch die Negativkontrolle TP53 blieb wie erwartet
unbeeinflusst. Die FM-Behandlung verursachte eine Zunahme der XPG mRNA-
Menge (IF = 3,8), welche jedoch nicht signifikant ist. Zudem fuhrte FM zu einer
Reduktion der BRCA1 mRNA-Menge (IF = 0,1) und einer Steigerung der mRNA-
Menge der p53-responsiven Gene MDM2 (Positivkontrolle, IF = 7,2), DDB2 (IF =
5,8) und XPC (IF = 2,7).

Per Western Blot wurde Uberprift, ob die Induktion von DDB2 und XPC und eine
gleichzeitige Stabilisierung von p53 auch auf Proteinebene stattfinden. In Abb. 14C
ist gezeigt, dass die FM-Behandlung zu einem Anstieg der Menge sowohl von p53-
als auch von DDB2 fiuihrte. Fir XPC konnte allerdings keine verstarkte Expression
detektiert werden. Der in Abb. 14 vorgestellte Tierversuch belegt, dass die
Behandlung von Tumoren mit FM in situ durch systemische Gabe des Zytostatikums
zu einer Heraufregulation der DNA-Reparatur-Gene DDB2 und XPC in den

Tumoren fuhrt.

5.2 Untersuchung des Einflusses von VPA auf die
Sensitivitdt von menschlichen malignen Melanom-
Zelllinien gegenuber alkylierenden Agenzien

Zur Therapie des metastasierenden malignen Melanoms werden haufig die
alkylierenden Agenzien Temozolomid und Fotemustin eingesetzt. Jedoch betragt
das Ansprechen der Tumore auf diese Medikamente je nach Studie maximal 25%
(s. 2.1.3.4). Die mediane Uberlebenszeit der Patienten betragt bei dieser Therapie
nur 6 Monate. Aus diesen Griinden kommt der Suche nach Substanzen, welche das
Ansprechen der Melanomzellen auf alkylierende Agenzien verbessern ohne
gleichzeitig die Toxizitdt fur den Gesamtorganismus zu erhohen, eine grol3e
Bedeutung zu.

Fur die Wirkstoffgruppe der Histondesacetylase-Inhibitoren ist solch ein fir
Tumorzellen spezifischer Effekt der Sensitivierung gegeniiber DNA-schadigenden

Chemotherapeutika nachgewiesen worden (s. 2.4.3). Zu ihrer Gruppe zahlt
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Valproinsaure, ein in der Epilepsie-Therapie etabliertes Medikament mit guter
Vertraglichkeit (s. 2.4.4).

Im folgenden Kapitel werden die Untersuchungen zum Effekt von VPA auf
menschliche maligne Melanomzellen und deren Sensitivierung gegenuber
alkylierenden Agenzien vorgestellt. Zum besseren Verstandnis der Experimente
wird in

Abb. 15 eine allgemeine Ubersicht tiber den Versuchsaufbau gegeben:

1d 3d 2d 2dMW 1h 24h 48h 72h 96h 120 h 144 h

I | ' ’

Aussaat VPA VPA Aussaat OSBG K/TMZ/FM Probenernte
VPA t=0h

Abb. 15: Ubersicht (iber den Experiment-Aufbau. Nach siebentagiger Vorbehandlung mit
VPA (1 mM) erfolgte ein Mediumwechsel und je nach Versuchsaufbau die Behandlung mit
0°BG und/oder dem Alkylanz.

5.2.1 Untersuchung des Einflusses von VPA auf p53

p53 ist ein bedeutendes Zielprotein von HDACSs. Die Inhibition von HDACs fuhrt zur
Stabilisierung von ,wildtypischem” p53 und zur Degradation der mutierten Form des
Proteins (Blagosklonny et al., 2005; Li et al.,, 2011; Spange et al., 2009). Zur
Uberprufung der Aktivitdt von VPA in DO5- und D14-Zellen wurde daher die p53-

Proteinmenge nach VPA-Behandlung per Western Blot analysiert.

D05 D14
T+ + ¥ T ¥ + % VPA
|—-—-—-'—-.——-—-||__ -ralp53

| | |t s st | ERK2
K 0 24 48 K 0 24 48 zeit(h)

Abb. 16: Untersuchung des Einflusses von VPA auf p5 3. Western Blot-Analyse der p53-
Mengen in DO5- und D14-Kernextrakten. Die Proben waren entweder unbehandelt (K) oder
wurden zum Ende der Vorbehandlung (t = 0 h) oder 24 bzw. 48 h danach geerntet. ERK2
diente als Ladekontrolle.

Wahrend in DO5-Zellen ein Anstieg der p53-Proteinmenge zu beobachten war, der
auch noch 48 h nach Auswaschen der VPA anhielt, fihrte die VPA-Behandlung von
D14-Zellen zu einer Degradation des mutierten p53-Proteins. 48 h nach
Behandlungsende wurden die urspriinglichen p53-Mengen wieder erreicht. Die hier
dargestellten Ergebnisse stimmen mit denen der Literatur Uberein: der allgemein
beschriebene Effekt von VPA auf p53 konnte sowohl in der p53wt (D05)- als auch in

der p53mt (D14)-Zelllinie nachgewiesen werden.
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5.2.2 Untersuchung des Einflusses von VPA auf die S ensitivitat
von D05-Zellen gegenuiber TMZ und FM

Zur ldentifizierung eines mdoglichen Effekts von VPA auf die Sensitivitdt von DO05-
Zellen wurde sowohl die Kinetik der Apoptose-Induktion nach Behandlung mit
klinisch relevanten Dosen von TMZ (50 uM) und FM (32 uM) als auch die Dosis-
Wirkungs-Beziehung zwischen Alkylanzien-Konzentration und Zelltod-Induktion
untersucht.

Zunéchst ist festzuhalten, dass VPA in D05-Zellen nur schwach toxisch war: die
Toxizitat schwankte in den gewahlten Untersuchungszeitpunkten (24 — 144 h nach
Ende der Vorbehandlung) bei D05-Zellen zwischen 2,5 und 7,5%.

Wie in Abb. 17A und Abb. 17B indirekt Giber Ermittlung der SubG1-Fraktion gezeigt,
verursachte VPA keine biologisch relevante Verminderung der MGMT-Aktivitat in
der MGMT-profizienten Zelllinie DO5: Das Fehlen der O°BG-Vorbehandlung ging mit
einer Resistenz gegentiber TMZ und FM einher. Bei gleichzeitiger MGMT-Depletion
fuhrt die VPA-Vorbehandlung zu einer signifikanten Sensitivierung von D05-Zellen
gegenuber TMZ, welche ab 72 h nach Behandlung zu beobachten war (Abb. 17A).
120 h nach Behandlung war der Unterschied zwischen der Apoptose-Rate der nur
TMZ-behandelten Zellen im Vergleich zu den VPA und TMZ-behandelten Zellen am
grofldten: Die Apoptose-Rate der VPA-vorbehandelten Zellen war mit 29,6% 2,7-mal
so hoch wie die der nur mit TMZ behandelten Zellen.

Ahnliches zeigte sich fur FM (Abb. 17B): 48 h nach Behandlung war eine
signifikante VPA-vermittelte Sensitivierung der Zellen zu beobachten. 120 h nach
Behandlung war die Apoptose-Rate der VPA-vorbehandelten Zellen mit 34,5% 2,3-
mal so hoch wie die der alleinig mit FM behandelten Zellen. In den Abb. 17C und
Abb. 17D sind die mittels AnnexinV/PI-Farbung gewonnenen Dosis-Wirkungs-
Kurven fir TMZ und FM dargestellt, welche die in Abb. 17A und Abb. 17B mittels
SubG1-Messung gewonnenen Ergebnisse bestatigen.

Ab einer TMZ-Dosis von 15 uM war eine VPA-induzierte Sensitivierung der D05-
Zellen zu beobachten, welche bis zur maximal untersuchten Dosis von 70 uM
erhalten blieb (Abb. 17C). Die Erhéhung der TMZ-Konzentration ging bis 50 uM mit
einem Anstieg der Zelltod-Raten der sowohl nur TMZ-behandelten Zellen als auch
der VPA- und TMZ-behandelten Zellen einher. Die Zelltod-Raten der VPA-
vorbehandelten Zellen erreichte hier 30,7% und war damit doppelt so hoch wie die
der nur mit TMZ behandelten Zellen. Bei einer Dosis von 70 pM war in beiden
Behandlungsgruppen ein Absinken der Zelltod-Raten zu beobachten. Die VPA-
vermittelte Sensitivierung der D05-Zellen gegeniiber FM trat ab einer FM-Dosis von

15 puM auf und war Uber den gesamten untersuchten Dosisbereich bis 50 pM FM zu
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beobachten (Abb. 17D). Die Zelltod-Raten beider Behandlungsgruppen erreichten
bei einer Dosis von etwa 22 pM ein Plateau, ab welchem sich die Zelltod-Induktion
kaum weiter steigerte. Bei einer FM-Konzentration von 50 uM erreichte die Zelltod-
Fraktion der VPA- und FM-behandelten Zellen das Maximum von 37,5% und war

damit 2,5-mal so grof3 wie die der alleinig mit FM behandelten Zellen.
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Abb. 17: Untersuchung des Einflusses von VPA auf di e Zelltod-Induktion in D05-Zellen
nach TMZ- und FM-Behandlung. Kinetik der Apoptose-Induktion 24 — 144 h nach
Behandlung mit (A) TMZ (50 uM) mit und ohne OGBG-VorbehandIung, (B) FM (32 pM) mit
und ohne O°BG-Vorbehandlung. Die jeweiligen  SubGl-Fraktionen  wurden
durchflusszytometrisch bestimmt. * P< 0,05; ** P < 0.01; *** P < 0,001. Die in (C) und (D)
dargestellte Dosis-Wirkungs-Kurve wurde 96 h nach Alkylanzien-Behandlung mithilfe der
AnnexinV/PI-Farbung durchflusszytometrisch ermittelt. Die Daten ergeben sich aus der
Summation der Apoptose- und Nekrose-Fraktion. Die Daten reprasentieren die Ergebnisse
von mindestens drei unabhéngigen Experimenten.

Die in Abb. 17 vorgestellten Ergebnisse belegen eine signifikante VPA-vermittelte
Sensitivierung von DO05-Zellen gegentber TMZ und FM. Ein biologisch relevanter
Effekt von VPA auf die Aktivitat von MGMT konnte nicht identifiziert werden.
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5.2.3 Untersuchung des Einflusses von VPA auf die S ensitivitat
von D14-Zellen gegenuber TMZ und FM

Nach der erfolgreichen VPA-induzierten Sensitivierung von p53 ,wildtypischen* DO5-
Zellen gegeniiber TMZ und FM (siehe Abb. 17) sollte untersucht werden, ob VPA
auch in p53mt Zellen eine Sensitivierung bewirkt und ob eine Steigerung der
MGMT-Aktivitdt nach VPA-Behandlung zu beobachten ist.
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Abb. 18: Untersuchung des Einflusses von VPA auf die Zelltod -Induktion in D14-Zellen
nach TMZ- und FM-Behandlung. Kinetik der Apoptose-Induktion 24 — 144 h nach
Behandlung mit (A) TMZ (50 uM) mit und ohne OGBG-VorbehandIung, (B) FM (32 pM) mit
und  ohne O6BG-V0rbehandIung. Die jeweiligen  SubGl-Fraktionen  wurden
durchflusszytometrisch bestimmt. Die in (C) und (D) dargestellte Dosis-Wirkungs-Kurve
wurde 96 h nach Alkylanzien-Behandlung mithilfe der  Annexin/Pl-Farbung
durchflusszytometrisch ermittelt. Die Daten ergeben sich aus der Summation der Apoptose-
und Nekrose-Fraktion. Die Daten repréasentieren die Ergebnisse von mindestens drei
unabhéngigen Experimenten.

Analog zu den in DO05-Zellen durchgefihrten Experimenten wurden p53mt und
MGMT-defiziente D14-Zellen beziglich a) der Kinetik der Apoptose-Induktion nach
Behandlung mit klinisch relevanten Dosen von TMZ (50 uM) und FM (32 pM) und b)
beziglich der Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen Alkylanzien-Konzentration und

Zelltod-Induktion untersucht. In D14-Zellen hatte VPA eine nur geringe Toxizitat, die
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sich 24 — 144 h nach Ende der VPA-Vorbehandlung zwischen 4,3 und 7,2%
bewegte. Die durch TMZ oder FM induzierten Apoptose-Raten stiegen im
Zeitverlauf kontinuierlich an und erreichten nach 144 h 34,4% bzw. 34% (Abb. 18A
und Abb. 18B). Jedoch konnte keine VPA-induzierte Sensitivierung von D14-Zellen
gegenuber TMZ nachgewiesen werden (Abb. 18A). VPA verursachte eine
schwache Sensitivierung gegeniiber FM, welche jedoch nicht signifikant war.

VPA bewirkte keine biologisch relevante Steigerung der MGMT-Aktivitat in der
MGMT-defizienten Zelllinie D14 (Abb. 18A und Abb. 18 B): die Vorbehandlung der
Zellen mit O°BG verursachte keine Erhéhung der Apoptose-Rate im Vergleich mit
den O°BG-unbehandelten Zellen.

In Abb. 18C und Abb. 18D sind die mittels AnnexinV/PI-Farbung gewonnenen
Dosis-Wirkungs-Kurven fir TMZ und FM dargestellt. Sie bestatigen die in Abb. 18A
und Abb. 18B mittels SubG1-Messung gewonnenen Ergebnisse. Wéhrend im
gesamten untersuchten Alkylanzien-Konzentrationsbereich die Erhéhung der
Konzentration mit der Zelltod-Induktion einhergeht, war auch hier ein nur sehr
leichter Effekt von VPA auf den TMZ- und FM-induzierten Zelltod nachweisbar,
welcher jedoch nicht statistisch signifikant ist.

Die in Abb. 18 dargestellten Ergebnisse belegen, dass VPA keine Sensitivierung
von D14-Zellen gegentber TMZ und FM bewirkt. Ein biologisch relevanter Effekt
von VPA auf die Aktivitat von MGMT wurde nicht beobachtet.

5.2.4 Untersuchung des Einflusses von VPA auf die |  nduktion von
Apoptose und Nekrose in D05-Zellen

Nachdem die sensitivierende Wirkung von VPA auf D05-Zellen gegentber TMZ und
FM bewiesen war, sollte anhand der in Abb. 17 dargestellten Daten untersucht
werden, ob die Sensitivierung der Zellen durch VPA-Vorbehandlung auf Induktion
von Apoptose oder spater Apoptose/Nekrose beruht.

Die Sensitivierung von DO05-Zellen gegeniber TMZ wurde durch eine Erhéhung
sowohl der Apoptose- als auch der Nekrose-Raten verursacht (Abb. 19A und Abb.
19B), wobei der Effekt von VPA auf die apoptotische Fraktion ausgepragter ausfiel
(Abb. 19A). Beide Fraktionen stiegen bis zu einer Konzentration von 50 pM TMZ
kontinuierlich an. Bei einer Konzentration von 70 uM war eine Reduktion der
Apoptose- und Nekrose-Raten zu beobachten.

Auch nach FM-Behandlung beruht die Sensitivierung der Zellen durch VPA auf der
Induktion von Apoptose und Nekrose (Abb. 19C und Abb. 19D). Der Effekt auf die
apoptotische Fraktion war auch hier starker ausgepragt (Abb. 19C). Wéahrend fur

97



Ergebnisse

die nekrotische Fraktion bis zu einer Konzentration von 50 uM TMZ ein Anstieg zu
verzeichnen war, wurde das Maximum der Apoptose-Rate bereits bei 50 pM TMZ
erreicht.
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Abb. 19: Untersuchung des Einflusses von VPA auf die Apoptos e- und Nekrose-
Induktion in DO05-Zellen nach TMZ- und FM-Behandlung . Die Dosis-Wirkungs-Kurve
wurde 96 h nach Behandlung mithilfe der AnnexinV/PI-Farbung durchflusszytometrisch
bestimmt. (A) Induzierte friihe Apoptose und (B) induzierte spate Apoptose/Nekrose von
nicht vorbehandelten und VPA-vorbehandelten Zellen im angegebenen TMZ-
Konzentrationsbereich. (C) Induzierte frihe Apoptose und (D) induzierte spate
Apoptose/Nekrose von nicht vorbehandelten und VPA-vorbehandelten Zellen im
angegebenen FM-Konzentrationsbereich. Die Daten reprasentieren die Ergebnisse von
mindestens drei unabhangigen Experimenten.

Die Ergebnisse in Abb. 19 zeigen, dass VPA in DO05-Zellen einen férdernden
Einfluss sowohl auf die TMZ- und FM-induzierte Apoptose als auch auf die Nekrose

hat; die Forderung der Apoptose ist jedoch starker ausgepragt.

5.2.5 Untersuchung des Einflusses von VPA auf die |  nduktion von
Apoptose und Nekrose in D14-Zellen

Obwohl in D14-Zellen kein signifikanter Effekt von VPA auf die Sensitivitat

gegeniuber TMZ oder FM zu beobachten war sollte untersucht werden, ob die VPA-
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Vorbehandlung zu einer Verschiebung des Verhdltnisses von Apoptose und

Nekrose fuhrt. Hierzu wurden die bereits in Abb. 18 dargestellten Daten

herangezogen.
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Abb. 20: Untersuchung des Einflusses von VPA auf di e Apoptose- und Nekrose-
Induktion in D14-Zellen nach TMZ- und FM-Behandlung . Die Dosis-Wirkungs-Kurve der
Zelltod-Induktion wurde 96 h nach Behandlung mithilfe der AnnexinV/PI-Farbung
durchflusszytometrisch ermittelt. (A) Induzierte friilhe Apoptose und (B) induzierte spéte
Apoptose/Nekrose von nicht vorbehandelten und VPA-vorbehandelten Zellen im
angegebenen TMZ-Konzentrationsbereich. (C) Induzierte friihe Apoptose und (D) induzierte
spate Apoptose/Nekrose von nicht vorbehandelten und VPA-vorbehandelten Zellen im
angegebenen FM-Konzentrationsbereich. Die Daten reprasentieren die Ergebnisse von
mindestens drei unabhangigen Experimenten.

Wahrend die durch TMZ-Behandlung induzierten Apoptose- und Nekrose-Raten
weitestgehend unverandert blieben (Abb. 20A und Abb. 20B), wurde der in Abb.
18B dargestellte leichte VPA-vermittelte Sensitivierungseffekt hauptsachlich durch
eine verstarkte Induktion von Nekrose ausgeldst (Abb. 20C und D).
Zusammenfassend lasst sich aufgrund der in Abb. 20 prasentierten Ergebnisse die
Aussage treffen, dass die VPA-Vorbehandlung in D14-Zellen generell zu keiner
signifikanten Verschiebung des Verhéltnisses zwischen Apoptose- und Nekrose-
Rate fihrt.
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5.2.6 Untersuchung des Einflusses von VPA auf die S ensitivitat
von A375- und RPMI-7951-Zellen gegentber TMZ und FM

Zur Untersuchung der biologischen Relevanz der fir DO5 und D14 gewonnen
Ergebnisse zur VPA-vermittelten Sensitivierung gegeniber TMZ und FM wurden
zwei weitere menschliche Melanom-Zelllinien in die Studie eingeschlossen: Die
Zelllinien A375 (p53wt, MGMT-profizient) und RPMI-7951 (p53mt, MGMT-
profizient).

Zunéchst ist festzuhalten, dass die Toxizitdt von VPA selbst auf beide Zelllinien
gering war: fir A375 betrug die Apoptose-Rate zum Zeitpunkt t = 120h 1,6%; in
RPMI-7951-Zellen betrug sie 72 h nach Alkylanzien-Zugabe 1,7%. Die apoptotische
Fraktion wurde in nicht vorbehandelten und VPA-vorbehandelten Zellen nach
Behandlung mit 50 pM TMZ bzw. 32 pM FM durch Messung der SubG1-Fraktion
durchflusszytometrisch bestimmt. In Abb. 21A sind die fir A375-Zellen gewonnenen
Ergebnisse dargestellt. Die VPA- Vorbehandlung hatte keinen biologisch relevanten
Einfluss auf die Aktivitat von MGMT, da die Zellen auch nach VPA-Vorbehandlung
gegenuber beiden Alkylanzien resistent sind. Nach MGMT-Depletion resultierte die
VPA-Vorbehandlung in einer signifikanten Sensitivierung der Zellen gegeniber
TMZ. Die apoptotische Fraktion stieg von 11,2% nach TMZ-Behandlung auf 36,5%
nach VPA- und TMZ-Behandlung an. Dies entspricht einer 3,3-fachen Induktion. Im
Falle von FM bewirkte die VPA-Vorbehandlung eine leichte Sensitivierung der
Zellen von 4,0 auf 9,6%, welche allerdings nicht signifikant war.

Aufgrund der relativ hohen Sensitivitat der RPMI-7951-Zellen gegentber TMZ und
FM (Naumann et al., 2009) wurden die Proben bereits 96 h nach TMZ- und 72 h
nach FM-Behandlung ausgewertet. Dies sollte verhindern, dass eine mégliche VPA-
ausgeloste Sensitivierung der Zellen durch die hohen Alkylanzien-induzierten
Apoptose-Raten uberlagert wird und somit nicht erkennbar ist. Die Abb. 21B zeigt
die fur RPMI-7951 gewonnenen Ergebnisse. Wie in den MGMT-profizienten A375-
und DO5-Zellen, bewirkte die VPA-Vorbehandlung keine biologisch relevante
Reduktion der MGMT-Aktivitat: MGMT-profiziente RPMI-7951-Zellen sind ohne
0°BG-Vorbehandlung resistent gegeniiber TMZ und FM.

Die hier fur A375-Zellen erhaltenen Ergebnisse decken sich im Falle von TMZ mit
denen der D05-Zellen: beide Zelllinien konnten durch VPA sensitiviert werden. Im
Gegensatz zu D05-Zellen verursachte die VPA-Vorbehandlung in A375-Zellen keine
signifikante Sensitivierung gegeniiber FM. Die Zelllinie RPMI-7951 reagierte ahnlich
wie die D14-Zelllinie. Weder fir TMZ noch fur FM konnte eine Sensitivierung durch

eine VPA-Vorbehandlung erzielt werden. In beiden MGMT-profizienten Zelllinien
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konnte kein biologisch relevanter Effekt von VPA auf die MGMT-Aktivitat
nachgewiesen werden.
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Abb. 21: Untersuchung des Einflusses von VPA auf di e Apoptose-Induktion durch
TMZ (50 pM) und FM (32 pM) in A375 (p53wt)- und RPM [-7951 (p53mt)-Melanomzellen
mit und ohne MGMT-Depletion durch O ®BG. Nicht-vorbehandelte und VPA-vorbehandelte
(A) A375-Zellen wurden 120 h nach FM- oder TMZ-Behandlung, (B) RPMI-7951-Zellen
wurden 96 h nach TMZ-Behandlung und 72 h nach FM-Behandlung analysiert. Die SubG1-
Fraktionen wurden durchfluss-zytometrisch ermittelt. Die Daten reprasentieren die
Ergebnisse von mindestens drei unabhéngigen Experimenten. *** P < 0,001

5.2.7 Untersuchung des Einflusses von VPA auf die P  roliferation
und Zellzyklusverteilung von D0O5-, D14-, A375- und RPMI-
7951-Zellen

Da die Toxizitat von alkylierenden Agenzien durch Entstehung von DSB in der S-
Phase vermittelt wird, konnte eine Sensitivierung gegeniber Alkylanzien auf einer
Erhohung der Proliferation beruhen. Im Umkehrschluss wirde ein Zellzyklusarrest
eine Resistenz gegenuber Alkylanzien verursachen. Aus diesen Griinden sollte der
Effekt von VPA auf Proliferation und Zellzyklus der vier Melanom-Zelllinien D05,
D14, A375 und RPMI-7951 untersucht werden.
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Abb. 22: Untersuchung des Einflusses von VPA auf di e Proliferation von malignen
Melanom-Zelllinien. Fir die Erstellung der Wachstumskurven von (A) DO5-Zellen, (B) D14-
Zellen, (C) A375-Zellen und (D) RPMI-7951-Zellen wurden 5x10” nicht behandelte und VPA-
behandelte Zellen ausgeséat (t = 0 h). 24 bis 120 h nach Aussaat wurde die Anzahl adhéarent
wachsender Zellen bestimmt. Die Daten repréasentieren die Ergebnisse von sechs
Experimenten.

Zur Erstellung von Wachstumskurven wurden die Zellen wie vorhergehend
dargestellt mit VPA behandelt. Am Ende der Behandlung (t = 0 h) wurden VPA-
behandelte und unbehandelte Kontrollzellen ausgesét. An den darauffolgenden funf
Tagen wurde die Zahl der adharent wachsenden Zellen bestimmt. In Abb. 22A ist
zu sehen, dass VPA keinen Einfluss auf das Wachstum von DO05-Zellen hatte. In
D14-Zellen verursachte die VPA-Behandlung eine schwache
Wachstumsverminderung, welche allerdings nicht statistisch signifikant ist (Abb.
22B). Die Graphen der A375- und RPMI-7951-Zellen zeigen keinen Effekt von VPA
auf das Wachstum der Zellen (Abb. 22C und D).

Zusammenfassend lasst sich aus den in Abb. 22 vorgestellten Daten schliel3en,
dass VPA nach 7-tdgiger (chronischer) Behandlung keinen Einfluss auf das

Wachstum der vier untersuchten Melanom-Zelllinien hat.
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Die Analyse der Zellzyklusverteilung wurde am Ende der VPA-Vorbehandlung
(t=0h, nach 7-tagiger Vorbehandlung), also zum Zeitpunkt der eigentlichen
Alkylanzien-Gabe, durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 23 dargestellt und
belegen, dass VPA keinen Einfluss auf die Zellzyklusverteilung der vier

verwendeten Melanom-Zelllinien hat.

1004

éGl
i S
90 CG2/m
__ 80
<
< 70
c
2 6of
N
= 501
©
= 401
1}
c 1 =
< ¥ - | JE
201 N E
101 H K
K_VPA K_VPA
D05 RPMI-7951

Abb. 23: Untersuchung des Einflusses von VPA auf die Zellzyk  lusverteilung maligner
Melanom-Zelllinien. Am Ende der VPA-Vorbehandlung (t = 0 h) wurde der DNA-Gehalt der
vier Zelllinien mit und ohne VPA-Behandlung nach Farbung der DNA mit PI
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Ergebnisse wurden mithilfe der ModFit-Software
ausgewertet. Die Daten repréasentieren die Ergebnisse von mindestens drei unabhéngigen
Experimenten.

5.2.8 Untersuchung der Rolle des extrinsischen Apop  tose-
Signalwegs bei der Sensitivierung von DO05-Zellen
gegenuber TMZ und FM

In unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass eine Vorbehandlung von p53wt
Melanomzellen mit IFN-B eine Sensitivierung gegenliber TMZ bewirkt. Diese
Sensitivierung beruht auf einer IFN-B-induzierten Verstarkung der Expression der in
Melanomzellen schwach exprimierten Procaspase-8 (Roos et al., 2011). Da die mit
VPA-induzierte Sensitivierung von DO05-Zellen ebenfalls auf einer Induktion der
Procaspase-8 beruhen koénnte, sollte die Rolle des extrinsischen Apoptose-
Signalwegs bei der VPA-induzierten Sensitivierung von DO05-Zellen untersucht
werden. Hierzu wurden DO05-Klone verwendet, welche dominant negatives FADD
(DN-FADD) stabil exprimieren und daher eine Beeintrachtigung im extrinsischen
Apoptose-Signalweg haben (s. 2.5.1). Diese Zellen werden im Folgenden als DO5-
DNFADD bezeichnet.

Vor Durchfihrung des eigentlichen Experiments wurde zunéchst die Expression von
DN-FADD per Western Blot analysiert. Die DN-FADD-Mengen von D05- und D05
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DN-FADD-Zellen sind in Abb. 24A dargestellt. Wahrend in der parentalen DO5-
Zelllinie kein Signal detektierbar war, ist DN-FADD im DN-FADD-Klon sichtbar. Abb.
24B zeigt die mittels SubG1l-Messung ermittelte apoptotische Fraktion von nicht
vorbehandelten und VPA-vorbehandelten DO5- und D05 DN-FADD-Zellen 120 h
nach Zugabe von TMZ (50 pM) und FM (32 pM). Die durch die Alkylanzien
induzierte Apoptose war in den DO5 DN-FADD-Zellen niedriger als in D05-Zellen.
Wahrend die DN-FADD-Zellen sowohl gegen TMZ als auch gegen FM resistent
waren, bewirkte die Vorbehandlung mit VPA wie in der parentalen D05-Zelllinie eine
signifikante Sensitivierung gegenuber beiden Alkylanzien. Im Falle von TMZ wurde
eine Apoptose-Rate von 24,8%, im Falle von FM von 27,9% erreicht.

Per Western Blot-Analyse wurde die Procaspase-8-Menge in D05-Zellen nach VPA-
Behandlung untersucht (Abb. 24C). VPA hatte keinen Einfluss auf die Expression
von Procaspase-8.
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Abb. 24: Untersuchung der Rolle des extrinsischen A  poptosesignalwegs bei der
Sensitivierung gegeniiber TMZ (50 uM) und FM (32 uM) . (A) Uberpriifung der Expression
von DN-FADD per Western Blot. (B) Die Apoptose-Induktion von nicht vorbehandelten und
VPA-vorbehandelten DO5- und DO5 DN-FADD-Zellen wurde 120 h nach FM- oder TMZ-
Behandlung durchflusszytometrisch durch Messung der SubGl-Fraktion bestimmt. Die
Daten représentieren sechs unabhéngige Experimente. *** P < 0,001 (C) Western Blot-
Analyse der Procaspase-8-Menge in DO5-Cytoplasmaextrakten. Die Proben waren entweder
unbehandelt (K) oder wurden zum Ende der Vorbehandlung (t = 0 h) oder 24 bzw. 48 h
danach geerntet. ERK2 diente als Ladekontrolle.

Zusammenfassend lasst sich aus den in Abb. 24 préasentierten Ergebnissen

schliel3en, dass die durch VPA vermittelte Sensitivierung von D05-Zellen nicht auf
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eine verstarkte Aktivierung des FADD-assoziierten extrinsischen Apoptose-

Signalwegs zurtickzufiihren ist.

5.2.9 Untersuchung des Einflusses von VPA auf die G en-
expression in D05-Zellen

Die Zelllinie D05 konnte mithilfe von VPA gegentber TMZ und FM sensitiviert
werden. Daher sollten die Wirkungen von VPA auf die Genexpression in diesen
Zellen untersucht werden und VPA-regulierte Gene, welche fur die Sensitivierung
von DO05-Zellen gegeniber Alkylanzien verantwortlich sein kdénnten, identifiziert
werden. Hierzu wurden mithilfe eines auf Real-time PCR basierenden PCR-Arrays
mehr als 90 Gene bezuglich ihrer Expression nach Behandlung mit VPA und
Alkylanzien untersucht. Eine Liste der untersuchten Gene befindet sich in Kapitel
3.10.1.

In der Abb. 25A sind alle durch alleinige 7-tagige VPA-Behandlung regulierten
Gene dargestellt. Zur besseren Ubersicht wurden sie vier Gruppen zugeordnet.
Wahrend die Gene CCNAL (IF = 23,0 ;Cyclin Al), CYP1A1l (IF = 3,8, Cytochrom P
450 1A1), CXCR4 (IF = 10,8; Chemokin (C-X-C motif) Rezeptor 4) und MMP13 (IF =
3,5, Matrixmetallopeptidase 13) eine starke Induktion erfuhren, war fur CCNE1
(Cyclin E1), BAX (Breakpoint cluster-2-associated x protein), LIG4 (Ligase 1V) und
GSTM1 (Glutathion S-Transferase mu 1) eine nur etwa 2-fache Induktion
nachzuweisen. Die Behandlung mit VPA verursachte eine Repression der Gene
CYP1B1 (IF = 0,2; Cytochrom P450 1B1), XRCC1 (IF = 0,1; X-ray repair
complementing defective repair in Chinese hamster cells 1), FASLG (IF = 0,1; FAS
Ligand) und MMP3 (IF = 0,1; Matrixmetallopeptidase 3). Die Induktionsfaktoren von
PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) und POLE (Polymerase epsilon) betrugen
knapp 0,5.

Die Abb. 25B zeigt die Veranderung der Genexpression durch VPA-Vorbehandlung
in TMZ-behandelten D05-Zellen. Die Expression der Gene FAS (FAS Rezeptor,
CD95, Apo-1) und CXCR4 wurde am starksten durch VPA beeinflusst: Die
Induktionsfaktoren betrugen 3,1 und 3,3. Die VPA-Behandlung bewirkte eine
Repression von ARHGDIA (Rho GDP dissociation inhibitor alpha) und NOS2 (Nitric
oxide synthase 2). In FM-behandelten DO05-Zellen verursachte die VPA-
Vorbehandlung keine ausgepragte Aktivierung der Genexpression (Abb. 25C): die
IF von CXCR4, MMP13 und POLE betrugen 2,7, 2,3 bzw. ebenfalls 2,3. MMP7
(Matrixmetallopeptidase 7) erfuhr mit einem IF von 0,3 eine Verminderung der

Expression.
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Abb. 25: Untersuchung des Einflusses von VPA auf di e Genexpression in D05-Zellen
mit und ohne Alkylanzien-Behandlung. Mithilfe eines auf Real-time PCR basierenden
PCR-Arrays wurden > 90 Gene bezlglich eines Effektes von VPA auf ihre Expression
untersucht. (A) Vergleich einer VPA-behandelten Probe am Ende der Vorbehandlung
(t = 0 h) mit einer unbehandelten Kontrollprobe. (B) Vergleich einer VPA+TMZ-behandelten
mit einer TMZ-behandelten Kontrollprobe 96 h nach TMZ-Behandlung. (C) Vergleich einer
VPA+FM-behandelten mit einer FM-behandelten Kontrollprobe 72 h nach FM-Behandlung.
Dargestellt sind die relativen mRNA-Mengen im Vergleich zur jeweiligen Kontrollprobe (IF =
1) nach Normalisierung auf die eingesetzte cDNA-Menge mithilfe der Gene GAPDH und
ACTB (,Housekeeping genes”). Generell werden solche Gene als reguliert betrachtet, deren
mMRNA-Menge um das 2-fache von der jeweiligen Kontrolle abweicht.

Zusammenfassend zeigen die in Abb. 25 dargestellten Ergebnisse eine durch VPA
verursachte Induktion und Repression der Genexpression. Die alleinige VPA-
Behandlung beeinflusste Gene der Gruppen Zellzyklus und Zelltod, DNA-
Schadensantwort, Stressantwort und Tumorprogression. BAX stellt ein
offensichtliches Kandidatengen fir eine Sensitivierung von D05-Zellen gegenuber
Alkylanzien dar. Bemerkenswert ist ebenfalls die Induktion des ROS-
detoxifizierenden Proteins GSTM1. Die Induktion von FAS (CD95, Apo-1) durch
VPA+TMZ-Behandlung hat aufgrund der in Abb. 24 vorgestellten Ergebnisse zur
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Rolle des apoptotischen FAS (CD95, Apo-1)-Signalwegs bei der Sensitivierung

gegeniber Alkylanzien fragliche Bedeutung.
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6 Diskussion

6.1 Untersuchungen zur Resistenz von menschlichen
malignen Melanomzellen gegeniber Fotemustin

Das Tumorsuppressorprotein p53 ist ein wichtiger Angelpunkt in der Detektion von
zellularen DNA-Schaden und wird daher auch als ,Wachter des Genoms*
bezeichnet. Seine Aktivierung induziert einen Zellzyklusarrest, um Zeit fur die
Reparatur des Schadens zu gewinnen, bevor die Zelle in die nachste
Zellzyklusphase Ubertritt. Es fordert die DNA-Reparatur durch direkte Protein-
Protein-Interaktion mit DNA-Reparatur-Faktoren und durch Transaktivierung von
DNA-Reparatur-Genen. Ist der detektierte Schaden zu verheerend und irreparabel,
vermittelt p53 die Induktion von Apoptose, um beispielsweise die Entstehung von
malignen Zellen zu unterbinden und so den Gesamtorganismus zu schiitzen. Die im
Rahmen dieser Arbeit gewonnene Ergebnisse weisen p53 eine Uberraschende
Rolle in menschlichen malignen Melanomzellen zu: das Tumorsuppressor-Protein
p53 vermittelt Resistenz gegenuber dem Chemotherapeutikum Fotemustin, in dem

es DNA-Reparatur-Gene induziert.

6.1.1 p53 vermittelt in menschlichen malignen Melan ~ om-Zelllinien
Resistenz gegenuber Fotemustin

Bei der Untersuchung der Resistenz von sieben Melanom-Zelllinien gegeniiber FM
fiel auf, dass p53wt Zelllinien wie p53wt Gliomzellen (Batista et al., 2007),
resistenter waren als p53mt Zelllinien (Abb. 7A). Wahrend p53mt Zelllinien 144 h
nach FM-Behandlung eine durchschnittliche Apoptose-Rate von 40,7% aufwiesen,
war in p53wt Zelllinien im Allgemeinen nur eine schwache Reaktion auf die
Behandlung zu beobachten. Der Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von
p53 und der Resistenz gegenidber FM konnte mithilfe von D05 shp53-Zellen,
welchen einen stabilen Knockdown von p53 aufweisen, bestatigt werden: Der
Knockdown bewirkte eine Sensitivierung der Zellen gegeniiber FM (Abb. 8A und B).
In Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung ist bekannt, dass Melanome eine
auffallend geringe p53 Mutations-Rate von 0 — 25% aufweisen (Bennett, 2008;
Hocker and Tsao, 2007; Lubbe et al., 1994; Papp et al., 1996; Straume and Akslen,
1997), wahrend p53 in etwa 50 — 60% aller menschlichen Neoplasien mutiert ist
(Bourdon, 2007; Toledo and Wabhl, 2006; Vousden and Lane, 2007).
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Abb. 26: Apoptose-Raten der p53wt Zellen A375, G361 , Malme-3M und D05 sowie der
p53mt Zellen D14, RPMI-7951 und MeWo 144 h nach FM- Behandlung (32 uM). ** P <
0,01.

Diese in Melanom-Zellen geringe p53-Mutations-Rate konnte mit der Bedeutung von
p53 fur ihre Vorlauferzellen, die Melanozyten, zusammenhé&ngen: p53 ist fir das
Uberleben und die Funktion von Melanozyten unabdingbar. Die Hauptfunktion von
Melanozyten besteht in der Photoprotektion der Haut durch die Synthese von
Melanin. p53 fordert die Melanin-Synthese, indem es das Enzym Tyrosinase
induziert. Aufgrund dessen ist p53 essenziell fir die Erflllung der Hauptfunktion
dieser Zellen. Des Weiteren hat p53 eine grof3e Bedeutung fur die Resistenz von
Melanozyten gegeniber UV-induzierten DNA-Schaden. Sie bendétigen eine hohe
NER-Kapazitat, um gro3e Mengen an Photoldsionen, welche in benachbarten
Keratinozyten bereits Apoptose (Sonnenbrand) induzieren, reparieren zu kdnnen.
Da p53 XPC und DDB2 transaktiviert und somit bestimmend ist fur die zellulare
NER-Kapazitat (Adimoolam and Ford, 2002; Emmert et al., 2000; Hwang et al.,
1999), ist die Erhaltung von p53 eine wichtige Voraussetzung fur das Uberleben von
Melanozyten. Diese Tatsachen konnten einen Selektionsdruck erzeugen, welcher
die Erhaltung des p53wt Status von Melanozyten bewirkt.

Ubertragt man diese Uberlegungen auf das maligne Melanom, so verursacht die
Erhaltung des p53wt-Status eine hohe DNA-Reparaturkapazitat, welche urséchlich
fur die Resistenz gegeniber DNA-schadigenden Chemotherapeutika wie
Fotemustin sein kénnte. Und da in Melanomzellen die tumorsuppressiven
Eigenschaften (Induktion von Apoptose und Zellzyklus-Kontrolle) von p53 héaufig
~Stromabwarts ,, inaktiviert werden (s. 2.1.5), bietet ihnen die Erhaltung des p53wt
Status hauptsachlich die oben genannten Vorteile.

Der in Abb. 8C dargestellte ICL-Reparatur-Assay bestatigte die Vermutung, dass
p53 eine hohe DNA-Reparaturkapazitat vermittelt: Die p53wt Zelllinie DO5 hatte FM-

induzierte Crosslinks 48 h nach Behandlung weitgehend aus der DNA entfernt,
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wahrend in D14-Zellen auch 48 h nach Behandlung keine ICL-Reparatur beobachtet
werden konnte. In Ubereinstimmung hiermit war die DNA-Schadensantwort in D14-
Zellen starker als in DO5-Zellen. Da ATR der zentrale Regulator des S-Phase-
Checkpoints ist, spiegelt die in Abb. 8D dargestellte Phosphorylierung von ATR an
Serin 428 in D14-Zellen moglicherweise den Kollaps der durch ICL blockierten
Replikationsgabeln wieder. Die ebenfalls in Abb. 8D gezeigte Induktion und
Phosphorylierung von BRCA1 an Serin 1524 in D14-Zellen wird durch ATM
katalysiert (Matsuoka et al., 2007) und ist wahrscheinlich ebenfalls Folge der
starken DNA-Schadensantwort. Da BRCAL direkt und als Transkriptionsfaktor fur
XPC und DDB2 in der Reparatur von ICL involviert ist (s. 2.3.3 und 2.3.4), kdnnte
der Anstieg der BRCA1-Proteinmenge und der -Phosphorylierung eine spezifische
Reaktion der Zelle sein, welche der Verbesserung der ICL-Reparatur dienen soll
(Huen et al., 2010).

6.1.2 FM induziert die Expression der Gene DDB2, XPC und
BRCAl

Die Stabilisierung und nukleare Translokation von p53 nach gentoxischem Angriff ist
eine generell beobachtete zellulare Reaktion. Smith und Fornace haben bereits
1995 beschrieben, dass p53 in der Reparatur von Photolasionen involviert ist (Smith
et al., 1995). Adimoolam und Ford haben entdeckt, dass der Schadigung der DNA
durch UV-Licht eine p53-abhangige adaptive Antwort (Adaptive response) folgt,
welche in der Induktion von DDB2 und XPC besteht (Adimoolam and Ford, 2002,
2003). Diese Beobachtung konnte in unserer Arbeitsgruppe mit Glioblastomzellen
bestétigt werden: eine Behandlung mit den Chemotherapeutika BCNU und ACNU
wie auch mit UV-Licht resultierte in einer p53-vermittelten Transaktivierung von XPC
und DDB2 (Batista et al.,, 2007; Batista et al., 2009). XPC und DDB2 sind
Schlisselproteine der GG-NER und, wie auch viele andere NER-Proteine und
BRCAL, an der Reparatur von ICL beteiligt (s. 2.3.4 und Muniandy et al., 2012). Die
Untersuchung der Expression der DNA-Reparatur-Gene BRCA1, DDB2, ERCC1,
XPA, XPB, XPC, XPD, XPF und XPG in D05- und D14-Zellen nach FM-Behandlung
zeigte, dass in pb3wt Melanomzellen wie auch in p53wt Glioblastomzellen eine
Induktion von DDB2 und XPC zu beobachten ist (Abb. 9). Die Induktion von BRCA1
auf mMRNA-Ebene erfolgte ausschlie3lich in D14-Zellen. Da Hartman und Kollegen
gezeigt haben, dass BRCAL p53-unabhéngig DDB2 und XPC transaktivieren kann
(Hartman and Ford, 2002), legt die Induktion und Phosphorylierung von BRCAL die

Vermutung nahe, dass dies der Kompensation des p53-Verlustes und damit der
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Induktion von XPC und DDB2 dienen soll. Allerdings konnte keine DDB2- und nur
eine schwache XPC-Induktion in D14-Zellen beobachtet werden. Diese
Beobachtung deckt sich mit Ergebnissen von Navaraj et al. sowie Takimoto et al.,
die eine induktionsférdernde Wirkung von BRCA1 auf DDB2 nur in Anwesenheit von
p53 beobachten konnten (Navaraj et al., 2005; Takimoto et al., 2002).

6.1.3 Die FM-vermittelte Induktion von  DDB2 und XPC ist p53-
abhangig, persistierend und allgemein in Melanomzel len zu
beobachten

Die ersten Experimente zur Induktion von DDB2 und XPC wurden mit nur einem
Melanomzelllinien-Paar, bestehend aus einer p53wt und einer p53mt Zelllinie,
durchgefuhrt. Daher sollte verifiziert werden, ob eine Verbindung zwischen p53-
Status und DDB2- und XPC-Induktion nicht zufallig auftritt, sondern tatséchlich auf
dem Vorhandensein von p53 beruht. Die mithife von D05 shp53-Zellen
gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass die basalen Mengen von DDB2 und XPC und
ihre Induzierbarkeit durch FM tatsachlich abhangig von der p53-Menge sind (Abb.
10A). Die Ergebnisse besitzen eine hohe Validitdt, da sie in einem isogenen
Zellsystem, basierend auf einem Leervektor-transfizierten D05-Klon und einem
p53shRNA-transfizierten DO05-Klon, durchgefihrt wurden. Um die biologische
Relevanz der mit DO5- und D14-Zellen erhaltenen Ergebnisse festzustellen, sollte
ermittelt werden, ob die DDB2- und XPC-Induktion eine generelle Reaktion von
p53wt Melanomzellen auf die Behandlung mit FM ist. Mithilfe von zwei weiteren
Zelllinien, A375 (p53wt) und RPMI-7951 (p53mt), konnte bestatigt werden, dass die
fur DO5- und D14-Zellen nachgewiesene Induktion von DDB2 und XPC nicht
Zelllinien-spezifisch ist, sondern sich auch in weiteren Melanom-Zelllinien ereignet
(Abb. 10B). Untersuchungen zur Dauer der Induktion von XPC und DDB2 mit A375
und DO5-Zellen zeigten einen lang anhaltenden Induktionseffekt. In DO5-Zellen hielt
die Induktion bis zu 144 h nach Behandlung an, in A375-Zellen bis zu 96 h (Abb.
13). Die Diskrepanz konnte auf die htéhere Sensitivitdt der D05-Zellen und die
kirzere Populations-Verdopplungszeit der A375-Zellen zurtickzufiihren sein.
Dennoch deuten die Ergebnisse daraufhin, dass eine erste Verabreichung von FM
bei Patienten eine Resistenz gegenlber einer zweiten, einige Tage spater

verabreichten Dosis verursachen kénnte (Adaptive response).
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6.1.4 Der Knockdown von XPC sensitiviert gegentiber hohen FM-
Konzentrationen

Ob die Induktion von DDB2 und XPC tatsachlich biologische Konsequenzen hat und
Resistenz gegentber FM vermittelt, sollte durch weitere Versuche geklart werden.
Es ist denkbar, dass diese Resistenzverleihung sowohl auf einer Verstarkung der
Reparatur von FM-induzierten Monoaddukten (s. 2.2.2), welche sich zu ICL
umlagern, als auch auf einer Verstarkung der Reparatur der durch FM-induzierten
ICL beruht. Es wurden noch keine Daten beziiglich der Rolle von DDB2 oder XPC
bei der Reparatur von CNU-induzierten Monoaddukten publiziert. Da ICL die
ultimativ toxischen Lasionen sind und die in der Literatur auffindbaren Daten dem
Reparatur-Protein XPC eine wichtigere Rolle als DDB2 bei der Reparatur von ICL
zuschreiben (Chen et al., 2003; Muniandy et al., 2009; Zheng et al., 2003), sollte
zunéchst die Rolle von XPC bei der Resistenz von Melanomzellen gegeniiber FM
untersucht werden.

Die erste Strategie bestand in dem Versuch, durch einen Rescue den Mangel an
XPC in p53mt Melanomzellen auszugleichen und so eine Resistenz gegenuber FM
zu erzeugen. Hierzu sollten mithilfe eines XPC-Expressionsplasmids Klone etabliert
werden, welche XPC Uberexprimieren. Leider starben die wenigen vorhandenen
Klone aller drei transfizierten Zelllinien D14, RPMI-7951 und D03-Mel kurz nach der
Transfektion oder wahrend der Selektionsphase ab. Dieser Fehlversuch beruht
wahrscheinlich auf der Tatsache, dass diese drei Zelllinien erfahrungsgemar
anféllig gegenuber der Toxizitdt der Transfektion selbst sind. In der Literatur
existieren keine Daten zu der Frage, ob eine massive Uberexpression von XPC, wie
sie wahrscheinlich durch das transfizierte Konstrukt verursacht wurde, zytotoxisch
ist.

Die zweite Strategie zielte darauf ab, die XPC-Expression in p53wt Zellen zu
vermindern, um so mdglicherweise eine Sensitivierung gegeniber FM zu
verursachen. Durch Transfektion von A375-Zellen mit einem Vektor, welcher eine
shRNA gegen XPC kodiert, konnten Klone etabliert werden, welche einen stabilen
Knockdown von XPC aufweisen. Die erfolgreiche Reduktion der XPC-Expression
konnte sowohl auf Protein- als auch auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden (Abb.
11A und Abb. 11B). Allerdings besteht eine leichte Diskrepanz zwischen der auf
Protein- und auf mMRNA-Ebene gemessenen XPC-Expression: wahrend auf Protein-
Ebene eine relative XPC-Expression von 0,3 (im Vergleich zum empty-Klon)
gemessen werden konnte, betrug sie auf mMRNA-Ebene 0,55. Dies konnte auf einer
posttranskriptionellen Regulation beispielsweise durch miRNAs beruhen. Mdglich
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sind auch intraexperimentelle Schwankungen im Rahmen der Western Blot-Analyse
als Ursache fir die Diskrepanz.

Da der shRNA-vermittelte Knockdown nicht sehr stark ausfiel, war es wichtig, ihn
auf funktionaler Ebene zu bestéatigen. Als geeignete Positivkontrolle diente UV-Licht,
da die essenzielle Funktion von XPC bei der Entfernung von Photolésionen
allgemein bekannt ist. Die Abb. 11C zeigt, dass der shXPC-Klon sensitiver auf
UVC-Strahlung reagierte als der empty-Klon. Der XPC Knockdown zeigte bei den
Ublicherweise verwendeten FM-Konzentrationen von 32 uM keinen Effekt auf die
Sensitivitat der Zellen im Vergleich zu den empty-Zellen (Abb. 12). Bei hoheren FM-
Dosen von 80 uM und 128 uM bewirkte die Reduktion der XPC-Proteinmenge eine
signifikante Sensitivierung der Zellen. Die Beobachtung, dass bei einer FM-
Konzentration von 32 UM keine Sensitivierung der shXPC-Zellen nachweisbar war,
konnte auf der geringen Effizienz des Knockdowns beruhen. Mdglicherweise war
noch genugend XPC Protein in den Zellen vorhanden, um die durch die niedrige
FM-Dosis verursachten Schaden zu reparieren. Genauso ware denkbar, dass DDB2
die Verminderung der XPC-Menge kompensiert und so bei moderaten FM-
Konzentrationen eine ,normale” Reparaturkapazitat gewahrleistet.

Die Frage, ob die Sensitivierung sowohl durch verminderte basale XPC Mengen
(wie sie auch in p53mt Zellen auftreten) oder durch eine Abschwachung der XPC-
Induktion beruht, bleibt offen. Da die ICL und die Bildung der Sekundarlasionen
(DSB) mit einer Verzdgerung von mindestens 8 - 24 h auftreten (Brent et al.,
1987a), ist zu vermuten, dass die Verminderung der basalen XPC-Menge einen
Einfluss auf die Monoaddukt-Reparatur hat. 6 h nach FM-Behandlung konnte mittels
PCR noch keine Transaktivierung von XPC und DDB2 beobachtet werden (Abb.
9A). Dies bedeutet, dass die durch die Behandlung verursachte Induktion von XPC
einen Einfluss auf die ICL-Reparatur hat.

6.1.5 Eine einzige FM-Behandlung provoziert auch in vivo eine
Induktion von XPC und DDB2

Zur Beantwortung der Frage, ob die Behandlung mit FM in einem Tumor in situ
ebenfalls eine Induktion von DNA-Reparatur-Genen verursacht, wurde ein A375
Xenograft Mausmodell etabliert. Tatsachlich verursachte eine einzige Behandlung
der Mause mit FM einen Anstieg der DDB2 und XPC mRNA-Mengen (Abb. 14B).
Zudem war eine deutliche Reduktion der BRCA1 mRNA-Mengen zu beobachten,
welche auf transkriptionelle Inhibition, verursacht durch die Crosslinks,
zurickzufiihren sein konnte. Diese Reduktion untermauert auch die Vermutung,
dass BRCAL in p53wt Melanomzellen keine Rolle bei der Induktion von DDB2 und
XPC spielt (Abb. 9 und 5.1.3). Auf Protein-Ebene war sowohl ein Anstieg der p53-
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als auch der DDB2-Menge nachzuweisen (Abb. 14C). Die Diskrepanz zwischen der
auf mMRNA-Ebene beobachteten XPC-Induktion und dem Ausbleiben der Induktion
auf Proteinebene wurde in allen durchgefiihrten Western Blots beobachtet. Jedoch
konnte fir diese Beobachtung keine logische Erklarung gefunden werden. Dass die
XPC-Induktion zunachst nur auf mRNA-Ebene stattfindet und erst verzogert auf
Proteinebene eintritt, kann ebenfalls ausgeschlossen werden: Western Blot-
Analysen von Tumorproben, die 64 h nach FM-Injektion gewonnen wurden, zeigten
ebenfalls keinen Anstieg der XPC-Proteinmenge.

6.1.6 Klinische Bedeutung der durch FM ausgeldsten Induktion
von XPC und DDB2

Zieht man die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse in Betracht, so ergibt sich
zur Resistenz von p53wt Melanomzellen gegeniiber FM das in Abb. 27 dargestellte
Modell.

FM

\

OS-CIEtG

2 v
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Abb. 27: Modell zur Resistenz von p53wt Melanomzell en gegeniiber dem Alkylanz
Fotemustin . Ein hochreaktives Fotemustin-Intermediat reagiert mit der DNA, wobei 0°-
CIEtG entsteht. Durch intramolekulare Umlagerung entsteht ein ringférmiges Monoaddukt,
welches madglicherweise Substrat fir die NER ist. Das instabile Monoaddukt konvertiert
spontan zu einem GC-ICL. Dies fihrt in p53wt Melanomzellen zur Stabilisierung von p53
und Transaktivierung der p53-Zielgene XPC und DDB2, welche die Reparatur der ICL
fordern. Dies reduziert die Entstehung von DSB als Sekundarlasion und ruft einen
resistenten Phanotyp hervor. In p53mt Melanomzellen kénnen die ICL nicht effizient repariert
werden. Die Blockierung der Replikationsgabel durch ICL fihrt zur Entstehung von DSB und
zur Induktion von Apoptose, welche vorwiegend Uber den mitochondrialen Signalweg
ausgefuhrt wird. p53mt Melanomzellen weisen daher einen sensitiven Phanotyp auf.
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Da die Induktion von XPC und DDB2 mithilfe eines Mausmodells ebenfalls in vivo
nachgewiesene wurde, liegt nahe, dass das oben dargestellte Modell eine adaptive
Antwort (Adaptive response) beschreibt, bei der eine Behandlung der Tumorzellen
mit subletalen Konzentrationen eines DNA-schadigenden Chemotherapeutikums
eine Erhéhung der DNA-Reparatur-Kapazitat hervorruft, welche Resistenz
vermittelt. Da der Grol3teil der Melanome p53wt-Status aufweisen, kdnnte es eine
Erklarung fur das schlechte Ansprechen von Melanomen auf eine Therapie mit CNU
liefern und legt nahe, p53wt Melanome nicht mit chlorethylierenden Agenzien zu
behandeln, da die erste Behandlung in den Tumorzellen Resistenz gegentiber den
nachfolgenden Behandlungen hervorruft. Das oben gezeigte Modell erklart
zusammen mit bereits publizierten Daten unserer Arbeitsgruppe zur Resistenz von
Melanomen gegeniiber dem Methylanz TMZ, welche auf einer Unfahigkeit zur
Aktivierung des extrinsischen Apoptose-Signalwegs beruht (Roos et al., 2011), das
generell schlechte Ansprechen von Melanomen gegeniber alkylierenden Agenzien
wie TMZ oder FM.

Des Weiteren ist denkbar, dass der hier fur Melanomzellen beschriebene
Mechanismus auch auf andere Tumorarten Ubertragbar ist. Unsere Arbeitsgruppe
hat bereits publiziert, dass p53wt Glioblastom -Zellen resistenter gegenuber den
CNU ACNU und BCNU sind als ihre p53mt Pendants (Batista et al., 2007). Auch
hier fuhrte die Behandlung mit diesen beiden CNU zur Induktion von XPC und
DDB2. Der endgultige Beweis, dass p53 bzw. XPC/DDB2 tatsachlich fur die
Resistenz der Glioblastom-Zellen verantwortlich sind, ist allerdings noch zu
erbringen. Da Glioblastome jedoch deutlich mehr p53-Mutationen aufweisen als
Melanome (bis zu 40% der Glioblastome weisen einen p53mt-Status auf), hat eine
Resistenzvermittlung durch p53 gegeniber CNU fiir die Glioblastom-Therapie

geringere klinische Bedeutung als fur die Melanom-Therapie.

6.1.7 Ausblick

Drei Aspekte sollen hier erwahnt werden, die weiterer Untersuchung bedurfen:

1) Die biologische Relevanz der Induktion von DDB2 wurde nicht weiter spezifiziert.
Mithilfe von DDB2 Knockdown-Klonen kénnte analog zu den im Rahmen dieser
Arbeit mit XPC Knockdown-Klonen durchgefiihrten Experimenten die Rolle von
DDB2 bei der Resistenzvermittlung gegeniber FM untersucht werden. Zudem
konnte analysiert werden, ob ein Doppel-Knockdown von DDB2 und XPC eine noch
starkere Sensitivierung von p53wt Melanomzellen verursacht. Neben einer

resistenzvermittelnden Funktion bei der DNA-Reparatur wurde DDB2 auch eine
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Rolle bei der Inhibition des extrinsischen Apoptose-Signalwegs zugeschrieben. So
zeigten Sun und Kollegen, dass DDB2 c-FLIP heraufreguliert und so die Bildung des
DISC (s. 2.5.1.1) unterbindet (Sun et al., 2010).

2) Ein weiterer interessanter Aspekt betrifft die Frage, ob sich die adaptive Antwort
tatsachlich mithilfe von Zelltodmessungen am Durchflusszytometer nachweisen
lasst. Hierbei soll geklart werden, ob eine ,Vorbehandlung® von p53wt
Melanomzellen mit der Uublichen, nicht-toxischen FM-Dosis (32 uM) eine
persistierende Induktion von DDB2 und XPC verursacht und so tatsachlich vor der
Zelltod-Induktion durch eine sich direkt daran anschlieende Behandlung mit einer
in diesen Zellen normalerweise toxischen FM-Dosis schitzt.

Wie im vorherigen Abschnitt schon erwahnt, kénnte man durch analoge Versuche
mit Glioblastom-Zellen und anderen Tumorzelltypen klaren, ob die im Rahmen
dieser Arbeit fir Melanomzellen gewonnenen Ergebnisse zur Resistenz gegeniber

FM auch Gultigkeit fur andere mit CNU behandelten Krebsarten besitzen.

6.2 VPA sensitiviert menschliche maligne Melanom-Ze  lllinien
gegeniber alkylierenden Agenzien

In den letzten Jahren erschienen zahlreiche Publikationen zu Wirkungen von HDACI
auf Tumorzellen. Hierbei wurden auch positive Effekte der HDACi auf die
Sensitivitdt  gegeniiber  verschiedenen  Arten  von  DNA-schadigenden
Chemotherapeutika beobachtet, welche haufig spezifisch flr transformierte Zellen
waren. Beispielsweise sensitiviert TSA nichtkleinzellige Lungenkarzinomzellen
gegenuber dem Topoisomerase-Hemmer Etoposid (Hajji et al., 2008). Die
Arbeitsgruppe um  Simone Fulda konnte durch Behandlung von
Medulloblastomzellen mit dem HDACi MS-275 eine Sensitivierung gegeniber den
beiden Chemotherapeutika Doxorubicin und Cisplatin erzielen (Hacker et al., 2011).
Marchion und Kollegen haben nachgewiesen, dass VPA und Vorinostat
verschiedene Tumorzelltypen gegeniber Epirubicin sensitivieren (Marchion et al.,
2005b). Auch in Melanomen konnten sensitivierende Effekte beobachtet werden: so
steigert VPA das Ansprechen von Melanomzellen auf Cisplatin und Etoposid
(Valentini et al., 2007). Die Kombinationsbehandlung von Melanomzellen mit VPA
und Karenitecin, einem Topoisomerase | Inhibitor, erwies sich als so erfolgreich,
dass im Jahr 2009 eine klinische Studie der Phase /1l durchgefuhrt wurde (Daud et
al., 2009). Hierbei beruht die Wirkung von VPA auf der Verstarkung der Induktion
von DSB durch Karenitecin.

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass die

Vorbehandlung von Melanomzellen mit VPA sensitivierend gegeniiber Alkylanzien
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wirkt. Allerdings wurde dies unter den gewdahlten Bedingungen nur fir zwei von vier
untersuchten Zelllinien beobachtet. Wodurch diese Sensitivierung vermittelt wird,
konnte bisher nicht aufgedeckt werden. Dies beruht u. a. auf den vielfaltigen
Wirkweisen von VPA auf Zellen (s. 2.4). So aktiviert VPA beispielsweise durch
epigenetische Mechanismen wie die Verstarkung der Histon-Acetylierung die
Genexpression einer unbekannten Anzahl von Genen, welche wahrscheinlich auf
verschiedenste zellulare Prozesse wirken. Durch Hyperacetylierung von
Transkriptionsfaktoren, was deren Inhibition oder Aktivierung zur Folge haben kann,
Ubt VPA weitere positive und negative regulatorische Effekte auf die Genexpression
aus. Des Weiteren umfasst das Acetylom zahlreiche zytoplasmatische und nukleére
Proteine, welche in verschiedenste zellulare Prozesse involviert sind. Die
Behandlung von Zellen mit HDACi kann beispielsweise zu Veranderungen von
Aktivitat, subzellularer Lokalisation oder Protein-Protein-Interaktionen fihren. Die im
Rahmen dieser Arbeit beobachtete Sensitivierung von Melanomzellen durch VPA
beruht wahrscheinlich auf einer Uberlappung aller eben beschriebenen Wirkungen.
Die Identifikation der ,Schlisseleffekte” stellt sich aufgrund der Komplexitat der

mdglichen VPA-Wirkungen als schwierig dar.

6.2.1 VPA hat im untersuchten Zellsystem einen Einf  luss auf p53

Bisher sind sieben Lysine im p53-Protein bekannt, die acetyliert werden (Li et al.,
2007; Tang et al., 2008). HDACI verursachen Hyperacetylierung dieser Lysine und
bewirken so beispielsweise die Stabilisierung von p53, indem der kovalent
gebundene Acetylrest vor Polyubiquitinylierung durch MDM2 schitzt und so die
proteasomale Degradation verhindert (Spange et al., 2009; Tang et al., 2008). In
den meisten Fallen bewirkt die Acetylierung von p53 eine Verbesserung der DNA-
Bindung und eine Verstarkung der Induktion von proapoptotischen p53-Zielgenen
(Glozak et al., 2005; Spange et al., 2009). Eine intrinsische Ursache fir die
Acetylierung von p53 ist beispielsweise die Anwesenheit von DSB. Hierbei vermittelt
die HAT Tip60 die Acetylierung von p53 und fordert auf diesem Wege sowohl die
die transkriptionsunabhangigen, proapoptotischen Funktionen von p53 an den
Mitochondrien als auch die Induktion von proapoptotischen p53-Zielgenen (Sykes et
al., 2006; Tang et al., 2006; Yamaguchi et al., 2009). Im Gegensatz hierzu wurde
gezeigt, dass HDACi die Degradation von mutiertem p53 verursachen kénnen
(Blagosklonny et al., 2005; Li et al., 2011), den dominant-negativen Effekt des
mutierten Proteins aufheben und so die Transaktivierung von p53-Zielgenen
bewirkten (Blagosklonny et al., 2005). Die in Abb. 16 gezeigten Effekte von VPA
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stimmen mit den in der Literatur beschriebenen Beobachtungen Uberein und
bezeugen die HDACIi-Wirkung von VPA in DO5- und D14-Zellen.

6.2.2 VPA hat keinen biologisch relevanten Effekt a  uf die Aktivitat
von MGMT

Die meisten Melanome und Melanom-Zelllinien zeigen eine MGMT-Expression bzw.
— Aktivitat (Augustine et al., 2009; Egyhazi et al., 1995; Egyhazi et al., 1997). Diese
sind jedoch im Vergleich mit anderen Tumorarten relativ gering (Chen et al., 1992).
Der MGMT-Promotor ist je nach Studie in 0 — 50% der untersuchten Melanom-
Zelllinien und 13 — 35% der Tumorproben hypermethyliert (Furuta et al., 2004;
Tellez et al., 2009).

Da MGMT der bedeutendste Vermittler von Resistenz gegeniber Alkylanzien ist,
war eine Beobachtung eines moglichen Effekts von VPA auf die MGMT-Aktivitat von
groBer Wichtigkeit. Dass das MGMT-Protein selbst Ziel von Acetylierung und
Desacetylierung ist, ist unwahrscheinlich, da das Acetylom in den letzten Jahren
intensiv untersucht wurde und MGMT nie als HAT/HDAC-Zielprotein beschrieben
wurde. Nichtsdestotrotz konnte nicht ausgeschlossen werden, dass VPA einen
aktivierenden oder inhibierenden Effekt auf MGMT in den im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten Melanomzellen hat. Aufgrund der Stilllegung von MGMT durch
Promotormethylierung ist anzunehmen, dass Modulatoren epigenetischer
Regulationsmuster wie DNA-Methyltransferase-Inhibitoren und HDACiI die Re-
Expression von MGMT aktivieren bzw. diese verstarken. Tatsachlich wurde schon
beschrieben, dass der DNA-Methyltransferase-Inhibitor 5-Azazytidin die Expression
von MGMT fordert (Christmann et al., 2001; Danam et al., 2005; Meng et al., 2011;
von Wronski and Brent, 1994), wahrend der HDACi TSA keine oder nur schwache
Effekte auf die MGMT-Expression hat (Danam et al., 2005; Meng et al., 2011).

In den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Melanom-Zelllinien konnte keine
biologisch relevante Reaktivierung (D14-Zellen) oder Verstarkung der MGMT-
Aktivitat (A375, D05, RPMI-7951) beobachtet werden. Aufgrund der in dieser Arbeit
erhaltenen Ergebnisse ist somit kein negativer Effekt von VPA auf den Therapie-
Erfolg der Behandlung von Melanomen mit Alkylanzien zu erwarten. Allerdings
konnte auch keine Verminderung der MGMT-Aktivitat durch Behandlung der Zellen

mit VPA nachgewiesen werden.
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6.2.3 VPA hat auf die Sensitivitat von Melanomzelle n gegentber
TMZ und FM unterschiedliche Effekte

In Abb. 17 bis Abb. 21 sind die Effekte von VPA auf die Sensitivitdt der malignen
Melanom-Zelllinien D05, D14, A375 und RPMI-7951 gegenidber FM und TMZ
dargestellt. Die

Tab. 4 fasst zusammen:

Zelllinie p53-Status T™Z FM
D05 wt + +
D14 mt - -
A375 wt + -

RPMI-7951 p53 defizient - -

Tab. 4: Effekt von VPA auf die Sensitivitat der Zel llinien D05, D14, A375 und RPMI-
7951 auf die Sensitivitat gegeniber TMZ und FM. +: sensitivierbar, -: nicht
sensitivierbar.

Wahrend die Zelllinie D05 sowohl gegeniiber TMZ als auch FM sensitiviert werden
konnte, zeigten A375-Zellen ausschliel3lich eine Sensitivierung gegeniber TMZ.
Aufgrund der hohen Proliferationsrate der A375-Zellen (Verdopplungszeit ca. 19 h)
ist ausgeschlossen, dass die Inkubationszeit mit FM zu kurz war, um einen
sensitivierenden Effekt von VPA herauszustellen. Mdglicherweise koénnte die
Erhéhung der VPA-Dosis, die dann allerdings aufRerhalb eines therapeutisch
relevanten Bereichs liegen wirde, den sich andeutenden Sensitivierungseffekt
gegenuber FM verstarken. Eine VPA-Vorbehandlung hatte weder in D14- noch in
RPMI-Zellen einen signifikanten sensitivierenden Effekt. Die in Tab. 4 aufgeflihrten
Ergebnisse deuten auf einen Zusammenhang zwischen dem p53-Status und der
VPA-induzierten Sensitivierung hin. Allerdings wurden bisher noch keine
Experimente durchgefuhrt, um diese Korrelation zu Uberprifen.

In Abb. 19 ist dargestellt, dass in D05-Zellen der sensitivierende Effekt gegenlber
TMZ wie auch FM durch verstérkte Induktion von Apoptose und nicht von Nekrose
vermittelt wird. Wahrend keine Publikation gefunden werden konnte, die Effekte von
HDACI auf Nekrose-assoziierte Mechanismen beschreiben, finden sich unzahlige
Publikationen zu Effekten von HDACI auf Komponenten des Apoptose-Apparats
(Carew et al., 2008; Chateauvieux et al., 2010; Glozak et al., 2005; Sonnemann et
al., 2005; Spange et al.,, 2009). Auch in Melanomzellen konnten diese Effekte
beobachtet werden: beispielsweise wiesen Facchetti und Kollegen eine Reduktion
von Survivin und Papi und Kollegen eine Induktion von BAX durch VPA nach
(Facchetti et al., 2004; Papi et al., 2010). Der HDACi SBHA (Suberoyl-bis-
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Hydroxamséaure) induziert in Melanomzellen proapoptotische BCL-2-Proteine wie
BID, BAK, BAX und BIM (Gillespie et al., 2006; Zhang et al., 2003a). Die im
Rahmen dieser Arbeit vorgestellte Beobachtung, dass VPA hauptsichlich einen
fordernden Effekt auf die Apoptose und kaum einen Effekt auf die Nekrose-Rate
nach Alkylanzien-Behandlung hat, stimmt folglich mit den publizierten Daten anderer

Arbeitsgruppen zur Wirkung von VPA Uberein.

6.2.3.1 VPA sensitiviert DO5- und A375-Zellen gegen tber TMZ

In unserer Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die Behandlung der beiden p53wt
Melanom-Zelllinien DO5 und A375 mit IFN-B zu einer Sensitivierung gegenuber TMZ
fuhrt (Roos et al., 2011). Sie beruht auf einer IFN-B vermittelten Induktion der
Procaspase-8, so dass die Apoptose-Induktion durch TMZ Uber den effektiveren
extrinsischen Apoptose-Signalweg erfolgen kann. Voraussetzung ist das
Vorhandensein und die Induzierbarkeit von FAS (CD95, Apo-1), was in p53wt Zellen
normalerweise durch die Alkylanzien-Behandlung hervorgerufen wird. Aufgrund
dieser Ergebnisse liegt die Vermutung nahe, dass die Sensitivierung der beiden
p53wt Zelllinien DO5 und A375 ebenfalls auf einer Verstarkung der Procaspase-8-
Expression durch VPA beruht. In Abb. 24B wird allerdings gezeigt, dass FADD-
assoziierte extrinsische Apoptose-Signalwege keine Rolle bei der Sensitivierung von
D05-Zellen gegentiber TMZ spielen. Die Behandlung der D05-Zellen mit VPA flhrt
nicht wie die Behandlung mit IFN-B zu einer Induktion der Procaspase-8 (Abb.
24C). Interessanterweise konnte allerdings fur Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom-
Zellen gezeigt werden, dass eine 48-stindige Behandlung mit VPA derselben
Konzentration, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurde, eine Induktion der
Procaspase-8 hervorruft (Kaminskyy et al., 2011). Die Induktion von Procaspase-8

durch VPA scheint mdglicherweise ein Zelltyp-spezifischer Effekt zu sein.

6.2.3.2 VPA sensitiviert DO5-Zellen, nicht aber A37 5-Zellen, gegeniber
FM

Die bisher in dieser Arbeit vorgestellten Daten lassen vermuten, dass eine VPA-

vermittelte Aktivierung von p53 zur Induktion von DDB2 und XPC fiihrt und so eine

Resistenz gegenuber FM verursacht (Abb. 10). Aufgrund von publizierten Daten

anderer Arbeitsgruppen lasst sich vermuten, dass VPA gleichzeitig p53-abhangige

und p53—-unabhangige Mechanismen auslést. Moglicherweise Uberwiegt in D05 der

proapoptotische Effekt von VPA, wahrend in A375-Zellen, die ohnehin sehr resistent
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gegenuber jeglicher Form von genotoxischem Stress sind, der gegenuber FM
schitzende Effekt der DDB2- und XPC-Induktion tberwiegt.

6.2.4 VPA hat in den untersuchten Melanom-Zelllinie n keinen
Einfluss auf  den Zellzyklus und Populations-
Verdopplungszeit

Es ist allgemein bekannt, dass HDACi Zellzyklus-Arrest induzieren. Dieser Effekt
wird durch Beeinflussung von p21, RB und E2F vermittelt (Spange et al., 2009).
Eine Reihe verschiedener HDACI flihrt p53-abhéngig und unabhangig zur Induktion
von p2l, was einen G1-Arrest zur Folge hat (Abramova et al., 2006; Hirsch and
Bonham, 2004; Ju and Muller, 2003; Li and Wu, 2004; Ocker and Schneider-Stock,
2007). Durch Repression von Cyclinen, CDC25A und c-Myc verhindern sie die
E2F1-vermittelte G1-S-Transition (Abramova et al., 2006). Auch die durch HDACI
verursachte Hyperacetylierung von RB unterbindet seine Phosphorylierung, bewirkt
so die Sequestrierung von E2F durch RB und verursacht damit ebenfalls einen G1-
Block (Nguyen et al., 2004; Zhang and Dent, 2005). Fiur Melanome wurde ebenfalls
gezeigt, dass HDACI Zellzyklusarrest induzieren (Peltonen et al., 2005; Valentini et
al., 2007).

Da alkylierende Agenzien S-Phase-abhangig hochtoxische DSB induzieren, wirde
eine Verstarkung der Proliferation eine Sensitivierung bewirken. Vice versa hétte
eine Verminderung der Proliferation oder ein Zellzyklusarrest eine Resistenz von
Zellen gegeniber Alkylanzien zur Folge. Um Grinde fur die unterschiedlichen
Effekte von VPA auf die untersuchten Melanom-Zelllinien zu finden, wurden
Zellzyklusverteilung und Proliferation nach 7-tagiger VPA-Behandlung analysiert
(Abb. 22 und Abb. 23). Die VPA-Vorbehandlung hatte in allen vier Zelllinien weder
einen Effekt auf die Zellzyklusverteilung, noch auf die Proliferation.

Tab. 5 gibt die mithilfe des Programms Graph Pad Prism ermittelten
Verdopplungszeiten (h) mit und ohne VPA-Vorbehandlung wieder.

- VPA + VPA
D05 29,1 33,8
D14 28,2 32,4
A375 19 22,8
RPMI-7951 47,3 49,3

Tab. 5: Verdopplungszeiten (h) der Zelllinien D05, D14, A375 und RPMI-7951 mit und
ohne VPA-Vorbehandlung.
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Unterschiede zwischen den vier Zelllinien bezuglich Zellzyklusarrest und
Proliferation kdnnen folglich nicht urséchlich fur die beobachteten Sensitivierungs-
Effekte sein. Bemerkenswert ist die offensichtliche Diskrepanz zwischen den in
dieser Arbeit vorgestellten Daten und der haufig beschriebenen Induktion von
Zellzyklus-Arrest durch HDACI. Dies ist moglicherweise darauf zurtickzufihren,
dass andere Arbeitsgruppen eine deutlich kirzere Behandlung mit HDACI
durchfiihrten als wir. Sie untersuchten die biologischen Folgen der HDACI-
Behandlung in der Regel zwischen 6 und 48 h nach Zugabe (Cheng et al., 2007,
Daud et al., 2009; Papi et al., 2010; Peltonen et al., 2005; Van Nifterik et al., 2011).
Wir haben dies erst 196 h nach Behandlungsbeginn mit VPA getan, wobei zu
diesem Zeitpunkt die Alkylanzien-Zugabe erfolgte. Mdglicherweise induzierte VPA in
den hier untersuchten Zelllinien einen frihen Zellzyklusarrest, der 196 h nach
Behandlung durch Adaption der Tumorzellen aber schon tberwunden war und
daher nicht detektiert werden konnte. Diese Adaption spiegelt sich mdglicherweise
in der im PCR-Array fur D05-Zellen beobachteten Induktion von Cyclin A und E
wider und kdnnte eine direkte Reaktion auf die haufig durch HDACIi ausgeloste
Induktion von p21 sein (Abb. 25). Cyclin E kontrolliert die spate G1-Phase und den
Ubergang zur S-Phase, wahrend Cyclin A das S-Phase-dominierende Cyclin ist.
Uber die Induktion von p21 (CDKN1A) durch VPA konnte mithilfe des PCR-Arrays
aufgrund von Zelllinien-spezifischen Problemen mit den CDKN1A-Primern leider

keine Aussage getroffen werden.

6.2.5 VPA aktiviert und reprimiert die Genexpressio n

HDACi bewirken die Hyperacetylierung von Histonen, was ein epigenetischer
Mechanismus zur Aktivierung der Genexpression ist (s. 2.4.1). Zudem zéahlen auch
Transkriptionsfaktoren selbst zu den Zielproteinen von HDACs (Spange et al.,
2009). Da die Acetylierung von Transkriptionsfaktoren auch deren Inhibition
verursachen kann, kann die Behandlung mit HDACi auch zur Repression der
Genexpression fuhren (s. 2.4.2).

Um einen generellen Eindruck zu erhalten, welche zellularen Prozesse durch VPA
beeinflusst werden, wurde die Genexpression von DO05-Zellen nach VPA-
Behandlung bzw. nach Kobehandlung mit VPA und Alkylanz mithilfe eines PCR-
Arrays untersucht. Hierbei konnte die Expression von mehr als 90 Genen
gleichzeitig untersucht werden. Es wurde gezeigt, dass die Behandlung mit VPA wie
erwartet zur Induktion und Repression der Genexpression fuhrt. Hierbei sind Gene

betroffen, die mit verschiedensten zellularen Prozessen wie Zellzyklus, Zelltod,
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DNA-Schadensantwort, Stressantwort und Tumorprogression assoziiert sind. Ein
madgliches an der Sensitivierung von D05-Zellen beteiligtes Kandidatengen ist BAX,
ein Schlisselprotein des mitochondrialen Apoptose-Signalwegs (s. 2.5.1.2). Es liegt
am Ende der Vorbehandlung, also zum Zeitpunkt der Alkylanzien-Behandlung,
induziert vor (IF = 2,2). Allerdings ist nicht bekannt, ob diese Induktion auch auf
Proteinebene zu beobachten ist. Dennoch stellt diese Beobachtung einen
interessanten Ansatzpunkt fir weitere Untersuchungen zur VPA-vermittelten
Sensitivierung gegeniber alkylierenden Agenzien dar. So wurde schon mehrfach
publiziert, dass HDACi BAX induzieren und so antitumorigene Effekte ausltsen
kénnen. Auch fur VPA selbst wurde in der Literatur mehrfach ein BAX-induzierender
Effekt beschrieben, der auch oftmals als sensitivierendes Ereignis identifiziert
werden konnte (Hacker et al., 2011; Jones et al., 2009; Papi et al., 2010; Shen et
al., 2005).

Die in Abb. 25B dargestellte Induktion von FAS (CD95, Apo-1) spielt aufgrund der
bisher in unserer Arbeitsgruppe gewonnenen Erkenntnisse wahrscheinlich keine
Rolle bei der beobachteten Sensitivierung durch VPA gegeniber TMZ. Die
Procaspase-8-Menge sind in Melanomzellen sehr niedrig (Roos et al., 2011). Daher
ist die Erhéhung der Procaspase-8-Menge eine Voraussetzung fir die effiziente
Nutzung des FAS (CD95, Apo-1)-assoziierten extrinsischen Apoptose-Signalwegs
und somit auch fir Induktion von Apoptose durch TMZ (Roos et al., 2007; Roos et
al., 2011). Dies stimmt Uberein mit den in Abb. 24C prasentierten Ergebnissen,
nach denen VPA keine Induktion der Procaspase-8 verursacht und die Stérung des
FAS (CD95, Apo-1)-assoziierten Apoptose-Signalwegs keine Aufhebung des

sensitivierenden Effekts gegeniiber TMZ in DO5-Zellen bewirkt.

6.2.6 HDACI beeinflussen die DNA-Reparatur

Die Sensitivierung von D05- und A375-Zellen gegentiber TMZ und FM kdnnte auch
auf einem Einfluss von VPA auf die DNA-Reparatur beruhen. Beispielsweise wiirde
eine VPA-vermittelte Verstarkung der MMR-Kapazitat oder eine Reduktion der HR-
Kapazitat eine Sensitivierung gegenuber TMZ verursachen. Genauso kdnnte eine
Verminderung der ICL-Reparaturkapazitdt eine Sensitivierung gegenuber FM
bewirken.

Berichte Uber Wirkungen von HDACi auf NER und BER sind nicht bekannt. Ein
Effekt von VPA auf Fanconi-Proteine wurde ebenfalls noch nicht beschrieben.
Interessanterweise existiert aber eine Reihe von Berichten vorwiegend Uber Kinder,

welche VPA als Antikonvulsivum erhalten haben und an VPA-induziertem Fanconi-
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Syndrom erkrankten (Dhillon and Hogler, 2011; Endo et al., 2010; Knorr et al., 2004;
Lande et al., 1993; Watanabe et al., 2005; Yoshikawa et al., 2002). Leider enthalten
die Publikationen keine Aussage daruber, ob die fur das Fanconi-Syndrom ubliche
Sensitivitdt gegeniber dem ICL-induzierenden Agenz MMC ebenfalls zu den
beobachteten Symptomen gehort.

Haufig wird ein sensitivierender Effekt von HDACi auf Krebszellen gegentber IR
beschrieben. Dies wird auf eine Reduktion der NHEJ-Kapazitdt zurickgefihrt
(Camphausen et al., 2005; Chinnaiyan et al., 2008; Purrucker et al., 2010). Meistens
wurde eine HDACI-induzierte Reduktion der Proteine KU70, KU80 und DNA-PK
oder die Acetylierung von KU70 beschrieben, was dessen Funktion hemmt (Chen et
al., 2007; Chen et al., 2009; Hacker et al., 2011; Munshi et al., 2006). Fur VPA
selbst wurden auch sensitivierende Effekte auf verschiedene Tumorarten wie z.B.
Gliom- und Kolonkarzinomzellen nhachgewiesen (Blattmann et al., 2010; Karagiannis
et al., 2006; Van Nifterik et al., 2011). Auch fir Melanomzellen wurde eine
radiosensitivierende Wirkung der HDACI Vorinostat, Natriumbutyrat und Trichostatin
A gezeigt (Munshi et al., 2005; Munshi et al., 2006).

Es existiert auch eine Reihe von Publikationen, die Effekte von VPA auf die HR
gezeigt haben. VPA reduziert die Expression der Proteine SMC5 und SMC6, welche
in der HR involviert sind (Marchion et al., 2005a). Des Weiteren verursacht VPA in
Prostatakarzinomzellen eine Reduktion der HR-Kapazitat, welche mit verminderten
RAD51- und BRCA1-Mengen einhergeht (Kachhap et al., 2010). Adimoolam und
Kollegen haben gezeigt, dass der HDACi PCI-24781 eine Reduktion der RAD51-
Menge bewirkt und die HR inhibiert (Adimoolam et al., 2007). Zudem haben Lee und
Kollegen nachgewiesen, dass Vorinostat spezifisch in transformierten Zellen zur
Verminderung der MRE11- und RAD51-Mengen und zur Phosphorylierung von
H2AX flhrt (Lee et al., 2010; Lee, 2007).

Eine VPA-vermittelte Reduktion der HR-Kapazitat ware eine schliissige Erklarung
fur die im Rahmen dieser Arbeit beobachtete Sensitivierung von Melanomzellen
gegenuber TMZ und FM. Sie wirde eine Verminderung der Reparatur von DSB

verursachen und so die durch TMZ und FM induzierte Toxizitat verstarken.

6.2.7 HDACI verursachen oxidativen Stress

Einige HDACI, unter ihnen auch VPA, gelten als Induktoren von oxidativem Stress,
was mit der Oxidation von Proteinen, Lipiden und der DNA einhergeht. Diese
Vorschadigung der Zellen kdonnte einen weiteren Grund fur die im Rahmen dieser

Arbeit beobachtete VPA-vermittelte Sensitivierung gegenltber Alkylanzien
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darstellen: Die Vorschadigung der Melanomzellen durch oxidativen Stress kénnte
die Schwelle zur Induktion von Apoptose durch Alkylanzien senken.

Fur einige HDACi wurde nachgewiesen, dass sie oxidative DNA-Schaden
induzieren (Butler et al., 2002; Ruefli et al., 2001; Sha and Winn, 2010; Xu et al.,
2007). Bei der Reparatur dieser oxidativen DNA-Schaden durch die BER kann es
zur Uberlappung von Reparaturbereichen beider Strange kommen, was einem DSB
entspricht. Spatestens wenn die Replikationsgabel auf BER-Intermediate trifft, fuhrt
deren Kollaps zur Bildung von DSB. Dies kénnte die haufig beobachtete
Phosphorylierung von H2AX nach HDACIi-Behandlung erklaren (Petruccelli et al.,
2011; Rosato et al., 2008). Allerdings sind DSB hochtoxische L&sionen. Schon eine
geringe Anzahl von DSB kann Apoptose induzieren. Bei den in dieser Arbeit
untersuchten Melanom-Zelllinien konnte generell nur eine geringe Toxizitat durch
die VPA-Behandlung selbst beobachtet werden (s. 5.2.2 und 5.2.3). Mdglicherweise
beruht diese - wenn auch niedrige VPA-induzierte Toxizitat - auf einer Induktion von
ROS-getriggerter Apoptose in einer Subpopulation von Zellen. Durch Setzen eines
zweiten Schadens in Form von O°-Alkylierungen in Zellen, welche bereits oxidative
Schaden aufweisen, konnte im Rest der Population der Schwellenwert zur

Apoptose-Induktion reduziert werden.

6.2.8 Zusammenfassung und Ausblick

Einen Uberblick tUber die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten und noch zu
untersuchenden Parameter, welche eine Sensitivierung der Melanomzelllen
gegeniber alkylierenden Zytostatika verursachen kénnten, gibt Abb. 28. So wurde
gezeigt, dass zwei der vier untersuchten Melanom-Zelllinien mit VPA gegenuber
den alkylierenden Agenzien TMZ oder FM sensitiviert werden konnten. Auch konnte
konnte ausgeschlossen werden, dass diese Sensitivierung auf einem Einfluss von
VPA auf die Verdopplungszeit der Zellen, die MGMT-Aktivitat oder die FADD-
abhéangige extrinsische Apoptose-Signalkaskade beruht. Weitere Parameter, die
noch nicht untersucht wurden, sind Effekte von VPA auf den intrinsischen Apoptose-

Sighalweg, die DNA Reparatur und den Redox-Status der Zellen.
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Abb. 28: Uberblick (iber bereits untersuchte oder mo gliche durch VPA beeinflusste
Parameter, welche eine Sensitivierung von menschlichen Melanomzellen gegeniber
alkylierenden Agenzien vermitteln konnten. X: Beteiligung konnte nicht belegt werden; ?:
Beteiligung muss noch untersucht werden.

In Abb. 29 sind die Effekte von VPA auf die DNA-Reparatur und Apoptose
zusammengefasst. Es wird deutlich, dass VPA zahlreiche Proteine dieser beiden
Prozesse reguliert. Diese Tatsache liefert sinnvolle Ansatzpunkte fir weitere
Untersuchungen.

Durch die Untersuchungen der Zelllinie DO5 mithilfe eines PCR-Arrays konnte die
verstarkte Expression des proapoptotischen p53-Zielgens BAX als mdgliche
Ursache einer VPA-induzierten Sensitivierung identifiziert werden. Weitere
Untersuchungen konnten sich zunéchst mit der Bestétigung des Anstiegs von BAX
auf Proteinebene befassen. AnschlieRend konnte mithilfe von Immunfluoreszenz-
farbungen analysiert werden, ob in VPA-vorbehandelten Zellen nach Alkylanzien-
Behandlung tatsachlich mehr BAX an der Mitochondrienmembran lokalisiert ist als
in VPA-unvorbehandelten Zellen. Erganzend hierzu kénnte die verstérkte Induktion
von Apoptose mithilfe von Fluorophoren, deren Fluoreszenz vom mitochondrialen
Transmembran-Potenzial abhangt, verifiziert werden. Des Weiteren kénnte mit
bereits vorhandenen A375-Klonen, welche stabil dominant-negative Caspase-9
exprimieren, die Beteiligung des intrinsischen Apoptose-Signalwegs bestatigt
werden.

Da die meisten Melanome p53 ,wildtypisch* sind, ware die Untersuchung der
Korrelation zwischen dem p53-Status und der VPA-vermittelten Sensitivierung der
Zellen von Klinischer Bedeutung. Ein maglicher p53-abhangiger
Sensitivierungseffekt konnte mithilfe von bereits etablierten D05-Klonen, welche

einen stabilen p53 Knockdown aufweisen, untersucht werden.
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Abb. 29: Uberblick uiber die Effekte von VPA auf die DNA-Repa ratur und Apoptose
VPA fordert die Apoptose durch Induktion der Todesrezeptoren DR4 und DR5, der
Procaspase-8, des FAS-Liganden, BAX und BAK und Verminderung der Survivin-, BCL-2-,
BCL-X.- und c-FLIP-Proteinmengen. Zudem inhibiert VPA die Homologe Rekombination
durch Reduktion der SMC5-, BRCAl- und RAD51-Proteinmengen; Verminderung der HR-
Kapazitat bei gleichzeitiger Entstehung von DSB (z. B. durch OG-AA) fuhrt zur Verstarkung
der apoptotischen Antwort. Quellen: Facchetti et al., 2004; lacomino et al., 2008; Kachhap et
al., 2010; Kaminskyy et al., 2011; Lagneaux et al., 2007; Marchion et al., 2005a; Papi et al.,
2010; Schuchmann et al., 2006; Ziauddin et al., 2006.

Das Vorhandensein von ROS, ausgeldst durch die Behandlung mit VPA, koénnte
mithilfe von Redox-sensitiven Fluorophoren nachgewiesen werden. Zuséatzlich
kénnte per Immunfluoreszenzfarbung das Vorhandensein von oxidativen DNA-
Addukten Gberprift werden. Mithilfe von Radikalfangern wie N-Acetylcystein kénnte
der Einfluss von ROS auf die Sensitivierung der Melanomzellen gegeniber
Alkylanzien identifiziert werden.

Die Untersuchungen zur Sensitivierung der Melanomzellen aufgrund einer
Verstarkung der DNA-Schaden bzw. einer Verminderung der DNA-Reparatur

kénnten mit der Analyse der Phosphorylierung von H2AX, einem Marker fir DSB,
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beginnen. Des Weiteren kénnten die Mengen von Proteinen, welche als durch
HDACI reguliert beschrieben werden, bestimmt werden. Hierzu gehdéren RAD51,
BRCAL1, SMC5 und MRE11l (s. auch Abb. 29). Eine hierdurch verursachte
Verminderung der HR-Kapazitat konnte durch Detektion von DSB mit dem neutralen
Comet-Assay bestatigt werden. Ob die VPA-Behandlung zu einer Induktion der
DNA-Reparatur-Proteine XPC und DDB2 fuhrt und damit das Ausbleiben der
Sensitivierung von A375-Zellen gegeniber FM erklarbar ist, kénnte ebenfalls
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein, welche durch die in dieser Arbeit

vorgestellten Daten gerechtfertigt sind.
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