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FDA Food and Drug Administration
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inv Inversion

KAP1 Krippel-associated box (KRAB)-associated
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TIF1p)

A Wellenlange

M Molar (mol/l)

MDC1 Mediator of DNA damage checkpoint 1
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MG* Molekulargewicht

mSin3A mammalian-Switch-independent-3A

NaB Natrium-Butyrat

NAD Nicotinamiddinukleotid

N-CoR Nuclear receptor corepressor
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p kurzer Arm eines Chromsoms
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PBMC Peripheral blood mononuclear cell

PBS Phosphate-buffered saline

Pl Propidium-lodid

PIKK Phosphatidylinositol-3-OH-kinase-like family
q Langer Arm eines Chromosoms
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RPD3 Reduced Potassium Dependency

rpm Rotationen pro Minute
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SIR2 Silent Information Regulator 2
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Swi/Snf Switching/sucrose non-fermenting

t Translokation

TEMED Tetramethylethylendiamin

TSA Trichostatin A

u Unified atomic mass unit

a. N. Uber Nacht
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XRCC4 X-ray-complementing Chinese hamster gene 4

1: In der vorliegenden Arbeit wird die allgemeinlithe Verwendung des Begriffs
Molekulargewicht in Kombination mit der Einheit Dah beibehalten, obwohl es sich streng
genommen um eine Masseeinheit handelt und somBelgniff Molekilmasse praziser ware.
Es gilt: 1 Dalton =1 u.
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1 Zusammenfassung

Das Epigenom ist ein dem eigentlichen Genom Ubaggeter und mit ihm interagierender
Regulationscode der Genexpression. Posttranslaticeravorbene Anderungen der
Genexpression konnen auf der Ebene des Epigenoms Ahderungen an der primaren
DNA-Sequenz vererbt werden. Epigenetisch modifezide Substanzen sind in den letzten
Jahren Gegenstand intensiver Forschungen gewotfiemehmend erhalten epigenetisch
modifizierende Medikamente Einzug in neue Theramiekpte, ohne jedoch die Risiken
bisher ausreichend zu kennen. Die Gruppe der der@i intensivsten erforschten
epigenetischen Modifikatoren umfasst zum einen hgtbylierende Substanzen, die als
Inhibitoren der DNA-Methyltransferasen fungierenunZ anderen wirken Inhibitoren der
Histondeacetylasen ebenfalls an Schlisselpositiothen Epigenoms. Bisher haben die
hypomethylierenden Substanzen 5-Azacytidine undz&2&-Deoxycytidine eine Zulassung
der US Food and Drug Administration (FDA) fur diet&ndlung des Myelodysplastischen
Syndroms (MDS) erhalten. Aus der Gruppe der Histawdtylaseinhibitoren hat die Substanz
Suberoylanilidhydroxamsaure (SAHA) zudem eine Zsdag fur die Behandlung des
kutanten T-Zell-Lymphoms bekommen. Ein Einsatz @er Therapie nicht-onkologischer
Erkrankungen wie z.B. der rheumatoiden Arthritisfig die nachsten Jahre zu erwarten. Vor
dem Hintergrund eines zu erwartenden zunehmendesa&es in der Klinik ist auch die
Erforschung méglicher Risiken ein entscheidendekBu

Epigenetische Regulationsvorgange sind sehr engeniDNA-Doppelstrangbruchreparatur
verkniipft. Zum einen haben durch epigenetische fMadionen ausgeloste Anderungen an
der Chromatinstruktur eine unmittelbare Konsequéinz die Reparaturvorgange. Zum
anderen filhren Anderungen an der Genexpressionfadlseau einer Modifikation der
Reparatur. Ziel dieser Arbeit war es daher, eineglitiie Beeinflussung der
Doppelstrangbruchreparatur durch epigenetisch nzoesliénde Substanzen in humanen
Normalzellen zu objektivieren und die biologischensequenz im Sinne einer Anderung der
klonogenen Uberlebensrate zu quantifizieren.

Es ist bekannt, dass das Entstehen eines Doppelstiechs zur unmittelbaren Markierung
der angrenzenden Genomabschnitte durch Phosphandieder Histonvariante H2AX
(H2AX — yH2AX) kommt (ROGAKOU et al, 1998). Durch Antikérpermarkierung kann
man dies nutzen und Doppelstrangbriiche indirekttlsar machen, um die Anzahl zu

guantifizieren.
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In der vorliegenden Arbeit wurden in menschlicheibréblasten, mit und ohne
vorhergehender Testsubstanz-Inkubation, durch RObEEStrahlung kinstlich
Doppelstrangbriche erzeugt. Mittels der immunflsaemzbasierteyH2AX-Focusanalyse
konnte fur die hypomethylierende Substanz 5-Azdayi keine Beeinflussung der Induktion
oder der Doppelstrangbruchreparatur in humanerobisten nachgewiesen werden. Jedoch
zeigte sich bei Untersuchung der Histondeacetyllaisditoren SAHA, Natrium-Butyrat und
MS275 eine statistisch signifikante Verschlechtgrater Reparatur. Fir diese Substanzen
konnten ebenfalls mittels des Koloniebildungs-Assaine Abnahme der Uberlebensfraktion
im Vergleich zu scheinbehandelten Zellen nachgesmewerden. Die beiden ebenfalls
untersuchten Substanzen Valproinsaure und Trictiesta zeigten nach kurzer
Inkubationszeit keine statistisch signifikante \édlechterung der Reparatur in déi2AX-
Focusanalyse, jedoch konnte nach langerer Inkuis#et eine Beeinflussung der
Uberlebensfraktion im Koloniebildungs-Assay nachigsen werden.

Ferner konnte erstmals in menschlichen Normalzelieter der Inkubation mit dem
Histondeacetylase-Inhibitor MS275 eine vermind®&ildung von 53BP1-Foci nachgewiesen
werden. Bei Analyse der unbestrahlten Kontrollemdeuebenfalls fir MS275 eine statistisch
signifikante Zunahme defH2AX-Foci-Anzahl beobachtet, welche sich durch enegative
Beeinflussung der Clearance von reaktiven Sauéspedies erklaren konnte.

Eine verschlechterte Doppelstrangbruchreparaturrt fltu einem erhdhten (Zweit-)
Malignomrisiko. Daher sollten Patienten in Zukunftsbesondere vor einer geplanten
Langzeittherapie iber dieses Risiko aufgeklart eerdEbenso sollten Arzte versuchen, eine

Strahlenbelastung so gering wie moglich zu halten.
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1.1 Summary

Radiosensitization of human normal tissue cells bgpigenetic modifying

substances

The epigenome is a gene-expression regulating cuddering and interacting with the
genome. On the level of the epigenome, post-triask acquired modifications of gene-
expression can be inherited without changes irptheary DNA-sequence. In the last several
years, epigenetic modifying substances have bebjeduto intensive research. More and
more, epigenetic modifying drugs gain access irgw rtherapy concepts without having
sufficient knowledge to evaluate potential riskd. tAe moment most intensive scientific
research is done on hypomethylating substancesgchwact as inhibitors of the DNA-
methyltransferases. Inhibitors of histone-deacegdaare acting on key positions of the
epigenome as well. Until today, 5-azacytidine andaz&-2’-deoxycytidine, both
hypomethylating agents, achieved US Food and DrdigniAistration (FDA) approval for the
therapy of the myelodysplastic syndrome (MDS). Outhe group of histone-deacetylase-
inhibitors the FDA approved suberoylanilidhydroxaadid (SAHA) for the therapy of
cutaneous T-cell-lymphomas. A use in non-oncolagseases such as rheumatoide arthritis is
expected for the next years. Against a backgrodridapeasing clinical use investigation of
potential risks becomes an important factor.

Epigenetic regulation is closely related to DNA BDmistrand break repair. Direct
modification on the level of chromatin structure thhe one hand and modification in gene-
expression due to epigenetic modification one tiweroleads to changes in repair. Therefore
the aim of this study was to assess the potemiilalence of epigenetic modifying substances
on double-strand break repair in human normal @aild to quantify biological consequence
in terms of changes in clonogenic survival.

It is known that in the presence of a DNA doubleusti break adjacent genomic regions are
marked immediately through posphorylation of th&tdme variant H2AX (H2AX— yH2AX)
(ROGAKOU et al, 1998). By using antibodies this phenomenon camidezl to indirectly
uncover double-strand breaks and to quantify them.

In the present study double-strand breaks have lgseerated by x-rays in human
fibroblasts which previously had been incubatedhwit without test-substances. By using the
immunofluorescence basgtl2AX-focus analysis no influence on induction opae due to
the hypomethylating agent 5-azacytidine could beated in human normal fibroblasts. But a
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statistical significant decrease in repair could detected by analyzing the histone de-
deacetylase inhibitors SAHA, sodium-butyrate and2WEs Using the clonogenic survival-

assay, a decrease in clonogenic survival comparedadck-treated cells was detected for
these substances as well. Two more substancespaedpand Trichostatin-A did not show

statistically significant decrease in repair byngsielatively short incubation periods, but did
show an influence on clonogenic-surival after larigeubation.

Furthermore, an interaction between the histoneatgkase inhibitor MS275 and reduced
formation of 53BP1-foci could be described for fivst time for human normal cells. By
analyzing unirradiated controls a statistical digant increase in the numbergfi2AX-Foci
due to incubation with MS275 was observed, whicly meaexplained by a negative change in
clearance of reactive-oxygen-species.

A detoriated double-strand break repair increalsesisk of development of a (secondary)
malignoma. Therefore, patients should be extensieelucated about the genotoxic risks,
especially in long-time therapies. Additionally,ysitians should intent to reduce exposure to

radiations as maximum possible.
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2 Einleitung

Trotz steter Optimierung und Weiterentwicklung leésinder Therapiekonzepte sterben in
Deutschland jahrlich mehr als 224000 Menschen arignem Neubildungen, der
zweithaufigsten Todesursache, und bis 2030 progmerstdie WHO einen weiteren Anstieg
(MATHERS et al, 2006). Direkt aus der epigenetischen Grundlageafmng abgeleitete
Therapieansatze gehdren zu den neuesten, viel reergmden Therapiekonzepten, ohne
jedoch bisher mogliche Nebeneffekte epigenetischlifiacerender Substanzen ausreichend

einschatzen zu kdnnen.

2.1 Grundlegendes zum Aufbau des Genoms

In eukaryotischen Zellen ist die vererbbare zeltfgehe Information fur die qualitative und
guantitative Proteinherstellung, sowie fur reguigtthe RNA Molekile, in Form von Genen
durch die spezifische Aneinanderkettung der Nukiagen Adenin, Cytosin, Guanin und
Thymin kodiert. Allerneueste Forschungsergebnissgen zudem die Existenz einer flnften
Nukleinbase in menschlichen Zellen: 5-Hydroxymetiitdsin (KRIAUCIONISet al, 2009).
Diese Base scheint insbesondere fiir epigenetisegail&ionsvorgange in Nervengewebe
eine wichtige Rolle zu spielen. Eine Nukleinbasesaromen mit Deoxyribose und

Phosphatgruppen formt ein Nukleotid; die Verkettuwan

Hist MG (kD
Nukleotiden formt Polynukleotidketten, zwei diesketten Iston (kDa)

bilden die DNA-Doppelhelix. (WATSONet al, 1953; e 209
SAENGER, 1984). Die 3,2 Milliarden Nukleotide des
humanen Genoms sind auf 22 autosomale und 2 gomdsom @ 14

Chromosomen verteilt, wobei die DNA jeweils an Rkei
basische Proteine (MG s. Tab. 1), die sog. Histgebunden @ 198
ist. Der Komplex aus DNA und Protein wird a@l¥iromatin @ 15,3
bezeichnet. Die vier Histone H2A, H2B, H3 und H4dm
sich zu einem Histonoktamer zusammen, das funfséoHiH1 @ 11,3

bildet ein sog. Verbindungs- o. Linker-Histon. Unasd Tab. 1— MG-Angaben fir die

Histonoktamer windet sich ein 145-147 bp (BEBRGal, 2007; Wichtigsten Histone. Die Grofe
symbolisiert das MG. Angaben:

ALBERTS et al, 2008) langer DNA-Abschnitt, einen sog.http://www.uniprot.org

Nucleosome-Core-Particldildend. Erst das zusatzliche Einbeziehen einazeku DNA-
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Verbindungsstiickes (bis 80 bp), an das teilweise Histon H1 bindet, liefert die korrekte
Definition eines sogNucleosomgKORNBERG, 1974; KORNBERGt al, 1999).

Das Histonoktamer, um dessen Aul3enseite sich di& PINeiner linksgangigen Superhelix
windet, wird aus der Zusammenlagerung der Histor®e udd H4 zu einem Tetramer
(H3)2(H4); und zweier Dimere von H2A-H2B geformt (KLU& al, 1980; LUGERet al,
1997). Zahlreiche Wechselwirkungen (wie z.B. Wastsdibriicken) stellen die enge
Verbindung zwischen DNA und Histonen her, wobei fliepigenetische
Regulationsmechanismen die Ladungsunterschiedelzensden positiv geladenen Histonen
(hoher Anteil an den basischen Aminosauren Lysith Arginin) und der negativ geladenen
DNA wichtig sind.

Bereits lichtmikroskopisch ist in den Interphaselegr eukaryotischer Zellen das dicht
gepackteHeterochromatinvom offeneren, lockerekRuchromatinabgrenzbar. Gene, die auf
Abschnitten im Heterochromatin liegen, werden psakt nicht exprimiert (MAHLKNECHT
et al, 2003). Andersherum verhalt es sich im translongil aktiveren Euchromatin.
Anderungen der Chromatinstruktur stellen folgliche@ Mechanismus zur Regulierung der

Genexpression dar, mit dessen Besonderheiten mdod. Epigenetik beschatftigt.

2.2 Epigenetik

Jede gesunde eukaryotische Zelle besitzt ein fiér spezifisches und von den
Notwendigkeiten der rdumlichen und zeitlichen Aktiound Interaktion gepréagtes
Genexpressionsmuster. Veranderungen an der Chrwtraktur, natirlich oder artifiziell
induziert, stellen wichtige Mechanismen fir die iKotle der Genexpression dar. Da Zellen
in der Lage sind, Teile dieser Genexpressionsmugtee Verdnderung an der eigentlichen
DNA-Sequenz zu vererben, bezeichnet man dies dsclepgigenetisches Erbe* — um durch
das griechische Prafix ,epi“ (auf) zu verdeutlichelass es sich um einen der eigentlichen
DNA-Sequenz auf- o. Uberlagerten Code handelt. &sddit sich also um postmitotisch
vererbbare Anderungen der Genexpression, die aigh¢iner Anderung der primaren DNA-
Sequenz beruhen (ESTELLER, 2008).

2.2.1Epigenetische Modifikationen

Um die durch die unterschiedliche Packungsdichts @hromatins hervorgerufene

Regulation der Genexpression zu nutzen, missenWdehselwirkungen zwischen den
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Histonen und der DNA-Doppelhelix, sowie regulatohisn Proteinen ver&ndert werden.
Hierbei spielen Acetylierung (HEBBE& al, 1988), Methylierung (ALLFREYet al, 1964)
sowie Phosphorylierung und Ubiquitinylierung vonsténen (ALBERTSet al, 2008) die
wichtigste Rolle, Uber zahlreiche weitere mogligusttranslationale Modifikationsvorgange
ist weniger bekannt (vgl. (KOUZARIDES, 2007)).

Da Methylierungen sowohl an den Histonen als auctiea DNA selber stattfinden kénnen,
bietet sich fir epigenetische Modifikationen dieolgg Unterteilung in ,Histon-
Modifikationen“ und ,DNA-Methylierung” an (BERNSTH et al, 2007).

Die verschiedenen Histon-Modifikationen und die DNkethylierung beeinflussen sich
gegenseitig und stehen z.B. Uber Gen-regulatoriBcbieine, die an modifizierte Histone
oder methylierte Cytosine binden, in Kontakt. Dierfekte Funktion der an der DNA-
Methylierung, wie auch an Histon-Modifikationen, téiégten Komponenten ist fir den
Organismus von entscheidender Bedeutung, da sieS@russelregulationsstellen flr
gewebsspezifische Genexpression, Zelldifferenzggrosachromosomaler Inaktivierung und
Alterungsprozesse mal3geblich beteiligt sind uné &ehlfunktion zur Karzinogenese fihren

kann.

2.2.1.1DNA-Methylierung

Die DNA-Methylierung findet vornehmlich durch dasifigen eines Methylrestes an der
C-5 Position des Pyrimidinringes von Cytosin stathd wird im Beisein des
Methylgruppendonors S-Adenosyl-Methionin Uber DNAfRlyltransferasen enzymatisch
vermittelt. Die Modifizierung hat keinen Einflussifadie Basen-Paarung (ALBERT& al,
2008). In humanen Zellen geschieht die DNA-Methyliey vornehmlich an Cytosinen, die
einem Guanin vorangestellt sind, sog. CpG-Dinuktkot Die Verteilung der CpG-
Dinukleotide erfolgt nicht zufallig Uber das Genowerteilt, vielmehr finden sich
Anhaufungen, sog. CpG-Inseln, die ungefahr 0.7 % denschlichen Genoms ausmachen,
jedoch 7 % der CpG Dinukleotide enthalten (FAZZA&I al, 2004). Die Mehrheit der
menschlichen Genpromotorregionen sind am 5-Endet @pG Inseln assoziiert
(BERNSTEINet al, 2007; ESTELLER, 2008) und in undifferenzierterl@® unmethyliert,
d.h. das zugehdrige Gen wird exprimiert. Methy&e@ytosinbasen kbnnen regulatorische
Proteine sowohl rekrutieren als auch ausschlieBHRL, 2002).

Auch wenn der Grol3teil der aktuellen Literatur saetsschlie3lich auf Methylierungen von
CpG beschréankt, unterstreichen einige Forschungbargse auch die Bedeutung von ,Nicht-
CpG*“-Methylierungen in humanen Zelllinien (RAMSAH®&Yt al, 2000).
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Die Weitergabe eines spezifischen Methylierungserasan eine Tochterzelle erfolgt Gber
die DNA-Methyltransferase  DNMT1 mit einer Spezifitdir hemi-methylierte CpG-
Dinukleotide, welche den elterlichen DNA-Strang ¥tglage fir die Methylierungen am neu
synthetisierten Tochterstrang benutzt. (SMidtal, 2007).

Die DNA-Methyltransferasen DNMT3a und DNMT3b hingegmethylieren ,de novo”
vorher unmethylierte Sequenzen (OKAN®Dal, 1999).

2.2.1.2Histonmodifikationen

Modifiziert werden die Aminosauren-Seitenketten deht Histone im Nukleosomenkern,
wobei die grofite Anzahl an kovalenten Modifikation@n den aus den Histonen
herausragenden N-terminalen ,Histon-Schwanzen“lgirfé\cetylierung findet vornehmlich
an Lysin statt, wobei ein H-Atom durch eine Acetylgpe ersetzt wird, und sich hierdurch
die positive Ladung des Lysins aufhebt. Methyligrum Rahmen der posttranslationalen
Histonmodifikationen findet sowohl an Lysin, wiecluan Arginin statt, wobei durch die
Wahl von Mono-, Di- oder Trimethylierung eine weéde Stufe der Komplexitat der
Regulationsvorgange ermdglicht wird. Wahrend derthiyieerung von Lysin funktionell
Bedeutung bei Transkription und Reparatur zukonshsie bei Arginin auf die Transkription
beschrankt (KOUZARIDES, 2007).

Fur Phosphorylierungen sind die Aminosauren Sedlgr @hreonin das Substrat. Alle diese
drei Modifikationen flgen lediglich relativ kleinMolekile in die Histonschwanze ein.
Ausnahme bildet nur die Ubiquitinylierung, da Ublitquselbst ein 76 AS grol3es Protein ist
(SANTOS-ROSAet al, 2005; ALBERTSet al, 2008).

2.2.1.2.1Acetylierung/Deacetylierung

Die Histonacetylierung wird durch Histon-Acetyl-Tisferasen (HAT) katalysiert, die an
enzymspezifische Lysin-Positionen des N-termindtstonendes mit Hilfe des Co-Faktors
Acetyl-CoA negativ geladene Acetylgruppen transfem. Acetyliert werden vor allem die
Histone H3 und H4, jedoch nicht ausnahmslos, dadd8HAT CBP/P300 auch die Histone
H2A und H2B acetyliert (KOUZARIDES, 2007).

Durch die Ladungsanderung des urspringlich bagischath. positiv geladenen
Histonendes, wird die Affinitat zwischen Histon umNA abgeschwacht, so dass die

Chromatinstruktur gelockert wird, und die nun intletomatischen Abschnitt liegenden Gene
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exprimiert werden kénnen. An die acetylierten Leskbnnen zudem Bromodomanen, d.h.
spezifische Acetyl-Lysin-Bindungsdoménen, wie giefiir die Transkription essentiellen
Komplexen vorkommen, binden (BER& al, 2007; BERNSTEINet al, 2007). HATs
kénnen aber auch durch direkte Modifikation vonnBiaiptionsfaktoren agieren (ROTét
al.,, 2001; LUBBERTet al, 2007). Mutationen werden bei zahlreichen Krebserkungen
gefunden, sowohl bei soliden Tumoren, wie auch h&matologischen Erkrankungen
(SANTOS-ROSAet al, 2005).

2.2.1.2.2Histondeacetylasen

Die Silent-Information-Regulator 2 (SIR2)-FamilieSIRT1-7) von Nikotin-Amid-
Dinukleotid (NAD")-abhangigen HDACs bildet die Klasse 11l der HDA@w wird aufgrund
der grolR3en Sequenzunterschiede von der Familiekidssischen HDACs unterschieden
(VOELTER-MAHLKNECHT et al, 2006). Die klassische HDAC-Familie kann man nich
zwei Klassen unterteilen: Klasse | umfasst die RedtPotassium-Dependency (RPD3)-
ahnlichen HDACs (HDAC 1, 2, 3 u. 8), Klasse Il tHestondeacetylase 1 (HDA1)-&hnlichen
HDACs 4, 5, 6, 7, 9 u. 10 (GROZINGER al, 1999).

HDAC-Klasse Protein im Menschen Protein in Hefe
Klasse | HDAC 1, 2,3,u. 8 RPD3

Klasse Il HDAC 4,5,6, 7,9 u. 10 HDA1

Klasse I SIRT 1-7 SIR2

Klasse IV HDAC 11

Tab. 2 - Uberblick Uiber die Klassezuaehriakeit der 18 bekannten Histoeacetvlase

RPD3 ist ein Transkriptionsregulator der He®accaromyces cerevisiaéiDAL ist ein
ebenfalls in der Hefe vorkommendes Protein mit @8daseaktivitat; SIR2 das Protein in der
Hefe, welches zum humanen SIRT1 die grof3te Homelegigt (DE RUIJTERet al, 2003;
ZSCHOERNIGet al, 2008). Die erst 2002 identifizierte Histondeatatg 11 (HDAC 11)
zeigt zu den o.g. Klassen nur geringe Sequenz-Uistilmmungen, so dass fiir sie eine
eigene Klasse (IV) verwendet wird (GA@t al, 2002; GREGORETTIet al, 2004,
VOELTER-MAHLKNECHT et al, 2005).

Die HDACs der Klasse | finden sich fast ausschiaim Zellkern, wobei HDAC1 und 2
diesen aufgrund des Fehlens eines Kern-Export-Bignaclear export signal, NES)icht
verlassen konnen, wohingegen z.B. HDAC3 sowohlmjport- als auch Export Signal tragt,
theoretisch also auch im Zytoplasma lokalisienh $&nn (JOHNSTONE, 2002). Die Histon-
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Deacetylase 6 (HDACS6, Klasse 1) ist an Mikrotubggibunden (HUBBEREt al, 2002) und
ist, wie auch HDAC9 (ZHOL&t al, 2001) und HDAC10 (FISCHER al, 2002; KAOet al,
2002) im Zytoplasma lokalisiert, wobei letztere efiadls im Zellkern vorkommen (BERTOS
et al, 2001). Die Klasse Il HDACs zeigen also eine grél3®lobilitat in Antwort auf
zellulare Signale. Noch besser untersucht wurden Llabkalisationsanderungen fir die
HDACs 4, 5 und 7 im Rahmen von Muskelzelldifferemang (vgl. (DE RUIJTERet al,
2003), wobei das komplexe Zusammenspiel unteregrandind mit weiteren
Regulationsfaktoren in anderen Zelltypen deutlidniger verstanden ist, und folglich auch
hier die Verwendung epigenetisch modifizierenddss$anzen noch ungeahnte Folgen hat.

Inzwischen kristallisieren sich jedoch fir einzelfiamorentitaten Unterschiede in der
Expression der einzelnen HDACs heraus, und das tpekan bekannten Funktionen
innerhalb der Tumorzellen wéachst beachtlich, obwabch immer erhebliche Licken
bestehen (WITTet al, 2008).

Den klassischen HDACs gemeinsam ist eine ca. 39@Afassende katalytische Domaéne,
wobei HDAC6 und 10 mit zwei katalytischen Domaneier hdie Ausnahmen bilden
(GUARDIOLA et al, 2002). Die eigentliche aktive Region besteht @nsr rohrenférmigen
Tasche mit breiterer Basis (Kolbenform) (FINN#&Y al, 1999). Zwei benachbarte Histidine,
Aspartat und Tyrosin, sind die Grundlage dafir,sdéber eincharge-relay-systendie
Acetylgruppe im Rahmen des Deacetylierungsprozessesrnt werden kann. Neben einem
Zn**-lon an der Zink-Bindungsstelle am Boden der Tasererden weitere Kofaktoren fiir
die HDAC-Aktivitat benttigt. Da sie zusammen mit ndeHDACs die Genaktivitat
unterdrticken, werden sie in diesem Zusammenhargasdo-Repressoren bezeichnet, dies
sind z.B. BRCA, NFR¢B oder N-CoR (fiir eine Ubersicht vgl. (DE RUIJTERal, 2003)).
Brisanz besitzen die zunehmenden Kenntnisse, dads $0 bedeutende Proteine wie p53,
NF-«xB, o-Tubulin oder nukleare Hormonrezeptoren von HDAGsaadtyliert werden
(DOKMANOVIC et al, 2007; XUet al, 2007). Einige Autoren schlagen daher bereits vor,
statt von Histon-Deacetylasen besser von ,Lysindegdasen“ (YANGet al, 2008) oder
noch praziser ihre Spezifitdt implizierend von gNysin-Deacetylasen® zu sprechen (8t
al., 2007).
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Abb. 1 - Katalytische Domé&ne
. ‘ g J"’gs Z&@? von HDAC4
Fe: s# e Dargestellt ist die Bindung eines
<«
' <o

. ; f’\ﬁ%) Inhibitors vom Hydroxamsé&uretyp
; Kleines Modell: Ribbons
Grosse Modell: Spharisches
Oberflachenmodell
: Proteindarstellung mit
AstexViewer™, Rohdaten: EMBL-
EBI (Code 2VQM), HDAC4

UniProt: P56524
modifiziert n.:
(BOTTOMLEY et al., 2008)

R . 4

2.2.2Epigenetisch modifizierende Substanzen

Die Erkenntnis, welche Bedeutung dem durch die HArgl HDACs vermittelten
Gleichgewicht zwischen Genexpression u. —represHiordie Entstehung von (malignen)
Erkrankungen zukommt, machte die Entwicklung ph&otaisch wirksamer Substanzen
attraktiv, die diese Schlisselenzyme regulieren (IMKNECHT et al, 2000).

2.2.2.1DNA-Methyltransferase-Inhibitoren

In Tumorgeweben findet sich haufig ein genomweltathylierungsverlust, wahrend es
gleichzeitig zu aberranten lokalen Methylierungsaribngen kommt. Promotoren von
Tumor-Suppressor-Genen sind dabei haufig Ziel vgpdrmethylierungen und folglichem
gene-silencing (JONE& al, 2002).

Ein Therapieansatz besteht darin, durch Hemmund#i&-Methyltransferasen (DNMT)
die Transkriptions-Suppression aufzuheben. Zwei EM&hyltransferase-Inhibitoren
besitzen inzwischen eine FDA-Zulassung fir die Behang von Patienten mit
Myelodysplastischen Syndrom (MDS): 5-Azacytidinddaze’; FDA-Zulassung 2004) und
5-Aza-2'-Deoxycytidine (Dacogén Decitabine; FDA-Zulassung 2006), rund 40 Jahrehna
ihrer ersten Verwendung in vitro Studien (SORMet al, 1964; CIHAK, 1974; JONE®t
al., 1980).

Anwendung in neuen Therapieansatzen bei malignewraikungen finden DNMT-
Inhibitoren sowohl in Monotherapien, als auch innkmnation z.B. mit HDAC-Inhibitoren.
Insbesondere in der Behandlung von MDS und Leukérnégen sich vereinzelte Erfolge,
hingegen fehlen Beweise der Wirksamkeit fir solidenore (ESTELLER, 2008). Auch
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fehlen nach wie vor exakte Erklarungen fir das nimailiche Therapieansprechen
(STRESEMANNEet al, 2008).

Bei der Synthese von DNA-Strdngen kann 5-Aza-2'>0egtidine anstatt des nattrlich
vorkommenden Deoxycytidine (ein Desoxyribonuklepsthgebaut werden. 5-Azacytidine
hingegen wird als Ribonukleosid in RNA eingebaulyvee 10 % jedoch kénnen durch
Konversion mittels Ribonukleotidreduktase in 5-A2&deoxycytidine umgewandelt werden.

Von den natirlicherweise vorkommenden Cytidine Qrebxycytidine unterscheiden sich
beide Substanzen lediglich durch das Vorhandermsees Stickstoff-Atoms an Position 5 des
Pyrimidinring, so dass DNMT beide Komponenten alwnmale Substrate betrachten.
Hierdurch kann ein kovalent bindendes intermediarédaktionsprodukt der
Methylierungsreaktion nicht freigesetzt werdendass die DNMT ,eingefangen” und in der
Folge degradiert werden (SANEt al, 1984; STRESEMANNet al, 2008).

5-Azacytidine 5-Aza-2’-Deoxycytidine
§ )Niz
HO N O HO N o
¢} ¢}
OH OH . . OH H
0’ ’0
* *
0’ ’0
NH2 "’x ’0’ NH2
X

Y
AN

HO
;O;

OH OH OH OH

—
:
<
{E‘
|
o
o —
Vs

Cytidine 5-Methylcytidine

Abb. 2 - Schematische Darstellung der DNA-Methylierung dub®MT, sowie Inhibition der DNMT durch die
nukleosidischen DNA-MethyltransferaseinhibitoreAZacytidine und 5-Aza-2’-Deoxycytidine.
Strukturformeln erstellt mit ACD/ChemSketch. Vatidimter http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov. Modifitie.
korrigiert nach (LUBBERT et al., 2007)
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2.2.2.2Histondeacetylase-Inhibitoren

Bereits 1971 beobachteten Sato und Friend, dasgr uBkposition mit DMSO
erythroleukdmische Zellen ausdifferenzierten (SAGt@l, 1971). Sechs Jahre spater wurden
in Nature histon-modifizierende Effekte durch Natrium-Butyran HelLa und Friend-
erythroleukdmischen Zellen publiziert (RIGG®t al, 1977), der Nachweis der
Deacetylierungs-Inhibition erfolgte umgehend (BOFEAal, 1978). In einer japanischen
Arbeitsgruppe konnte 1990 gezeigt werden, dasshddas ausStreptomyces hygroscopicus
gewonnene Fermentationsprodukt TSA HDACSs inhihied die Differenzierung von Friend-
Zellen induziert wird (YOSHIDAet al, 1990).

Weitere Substanzen wurden gesucht und synthetisieat Suberoylanilide hydroxamic
acid, kurz SAHA (RICHONet al, 1996), deren Fahigkeit, HDACs zu inhibieren, zJehre
spater publiziert wurde (RICHOBL al, 1998).

Inzwischen ist eine Vielzahl biochemisch sehr hmjener natirlich vorkommender oder
synthetisierter Substanzen bekannt, die man naemisbhen Aspekten gruppieren kann. So
reicht das Spektrum von den simpel strukturiertearzkettigen Fettsduren uber
Hydroxamsauren und Benzamide bis zu komplexen sgtkéin Tetrapeptiden. Bereits heute
wirde eine vollstdndige Liste aller bekannten HDWGibitoren den Umfang dieser
Einleitung sprengen, erst jungst sind weitere HDABbitoren entwickelt worden, z.B.
KD5170 oder Sulfamide (HASSI@t al, 2008; WAHHAB et al, 2009). Ubersichten finden
sich u.a. in (DE RUIJTERet al, 2003; VILLAR-GAREA et al, 2004; LUBBERTet al,
2007).

Auch wenn die genaue Funktion auf molekularer Ebeaeh nicht fur alle HDAC-
Inhibitoren ergriindet werden konnte, so stelltBilelung eines Chelatkomplexes von einem
Teil des Inhibitors mit dem am Boden der katalytat Tasche der HDAC sitzenden?Zion
ein mogliches Wirkprinzip dar (VILLAR-GARE/t al, 2004), wahrend zudem z.B. bei den
Hydroxamsauren der ringférmige Anteil wie ein Dddke die Tasche gesehen werden kann.
Neben einer optimalen Reaktion mit dem Metallionrsueht man daher bei der Entwicklung
neuer potenter HDAC-Inhibitoren moglichst vieledraktionspunkte mit der kolbenférmigen
.rasche” in der katalytischen Domane zu kreiererA@%A et al, 2001; KIM et al, 2003;
SUZUKI et al, 2003; WUet al, 2004; MAl et al, 2009).

Aus den Mechanismen auf molekularer Ebene ergibh ®ine gewisse Diversitat
hinsichtlich der HDAC-Spezifitat der verschieden¢tiDAC-Inhibitoren. So gibt es neben den
bereits erwdhnten Substanzen wie TSA und SAHAudspezifisch HDACs inhibieren und



Einleitung Seite 18

daher im Englischen auch als ,pan-inhibitors” belaeet werden, auch solche, die z.B. nur
HDACSs der Klasse | oder Il inhibieren (WITét al, 2008). Keine Einigkeit existiert Uber die
Fragestellung, ob ,pan-Inhibitoren* wie SAHA odelagsen-spezifische Inhibitoren wie
Valproat oder MS275 besser fur die Krebstherapeigpet sind. Aufgrund der bezlglich
anderer Proteine nicht vorhandenen Redundanz dex@dCkonnten die ,pan-Inhibitoren®
auf breiterer Basis Tumore schadigen (¥tJal, 2007), wahrend wenn man sich das groRRere
Nebenwirkungsspektrum anschaut vieles fur die Vedueg spezifischerer Inhibitoren
spricht (WITTet al, 2008).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde aus der Gruppe dezkkttigen Fettsauren Valproat und
Natrium-Butyrat, die Hydroxamsauren SAHA und Tristadin A, sowie das Benzamid
MS275 verwendet. Eine Ubersicht iber die HDAC-Siitérider Substanzen findet sich in
Tab. 3, Strukturformeln im Abschnitt 3.1.4.1. ABibstanzen waren oder sind gegenwartig
Bestandteil klinischer Studien, auch wenn bis zatnigen Zeitpunkt lediglich SAHA (unter
dem Handelsnamen Vorinostateine Zulassung fiir die Behandlung des primaremarian
T-Zell-Lymphoms erhalten hat (bei Patienten mit gressivem, persistierenden oder
rucklaufigem Erkrankungsbild, nach einer oder zwa&rangegangenen systemischen
Therapien; FDA-Zulassung Okt. 2006).

Klasse | Klasse Il Klasse IV

HDACi | HDAC1 @A HDAC2 : HDAC3 : HDAC8 |HDAC4 :HDAC5 {HDAC6 HDA C7 | HDACY9 : HDAC10 | HDAC11

NaB

VA +++ +++ +++ +++

SAHA +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++

TSA +++ +++ +++ + +++ +++ +++ +++

MS275 | +++ + + - - - - +++ +++

Tab. 3 -Inhibitionsprofil der Histon Deacetylase-Inhibitaremodifiziert nach (WITT et al., 2008)
leer = keine Daten, +++ = starke Inhibition, + = $avache Inhibition, - = keine Inhibition

2.3 Strahlenbiologische Grundlagen

2.3.1lonisierende Strahlung

Fir die kunstliche Induktion von DNA-Schaden wurde der vorliegenden Arbeit
ionisierende Strahlung (IR) verwendet. Als ionisied bezeichnet man Strahlung, deren
kinetische Energie ausreicht, Elektronen aus eiAtam zu ldsen, also ein positiv geladenes

lon (Kation) zu erzeugen. Man muss ionisierendathiing begrifflich von lonenstrahlung
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trennen, bei der es sich um Teilchenstrahlung Handéeben der Teilchen- oder

Korpuskularstrahlung existiert die Photonen- odara@enstrahlung. Beim radioaktiven
Zerfall entsteht z.B. Alphastrahlungfl(-le”, lonenstrahlung), die zugleich ionisierende

Eigenschaften besitzt. Ebenfalls entstehen Betf- @Strahlung, Elektronen (=
Teilchenstrahlung) und GammastrahlungS¢rahlung, Photonen), die die hoéchste Energie
und damit Eindringtiefe in den Organismus besitzt.

2.3.2Rontgenstrahlung und Rontgenquelle

Rontgenstrahlung ist wie Gammastrahlung Photoneahibing, nach dem Welle-
Teilchendualismus ebenfalls betrachtbar als elekgnetische Welle. Wéhrend
Gammastrahlung bei Kernzerfallsprozessen entstahtdie hdchste Energie besitzt, werden
Rontgenstrahlen meist kinstlich erzeugt und besiize Allgemeinen eine etwas geringere
Energie, entsprechend einer etwas gréReren Waligal@, < 10“m; Argnigen= 107%-10°m).

Die Erzeugung der Rontgenstrahlen findet in ein@mtBenquelle (hier: Rontgenrdhre) statt,
in der Elektronen zunéchst durch ein elektrischelsl Rohe (kinetische) Energie zugefuhrt
wird, und anschlieend ein abrupter Aufprall aef Anode stattfindet. Hierbei wird 99 % der
eingestrahlten Energie in Warme umgewandelt (Nothiggeeit der Kiihlung) und nur 1 % der
Energie wird als ROntgenstrahlung freigesetzt, dieh aus zwei Komponenten
zusammensetzt: Durch die starke Verzégerung dektirBleen entsteht zum einen
kontinuierliche Bremsstrahlung, zum anderen werdeektronen der Anoden-Atome
angeregt, die bei Ruckkehr auf das urspringlicherdieniveau Strahlung mit einem
materialabhangigen charakteristischen Linienspaktruemittieren  (charakteristische
Rontgenstrahlung).

2.3.3Schadensinduktion und Wechselwirkungen ionisierendeStrahlung

Trifft ein Photon mit ausreichender Energie aukezellulare Struktur, so finden prinzipiell
drei Wechselwirkungsprozesse statt: Comptoneffekiptoeffekt (photoelektrischer Effekt)
und Paarbildungseffekt. Der Comptoneffekt (CompBbreuung) beschreibt, dass ein
hochenergetisches Photon beim Zusammenstoss raihditilllenelektron eines Atoms einen
Teil dieser Energie ab gibt, so dass ein Elektreigésetzt werden kann. Ein Photon wird mit
der Restenergie in eine gednderte Richtung entittireat kann selber bei noch ausreichender
Energie weitere Elektronen anregen. HochenergetiBtiotonen kdnnen aber auch direkt mit
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dem elektrischen Feld des Atomkerns wechselwirkeshei zwei neue Teilchen entstehen
(Paarbildungseffekt). Die Energie des Photons wdathei in Ruheenergie und kinetische
Energie der erzeugten Teilchen umgewandelt. N&tidnierfir, dass das Photon mindestens
die Ruheenergie der erzeugten Teilchen besitzt,yi&trahlung sind dies Elektron und
Positron. Auch hierbei werden Teilchen frei, diereiiseits ionisieren kdnnen.
Niederenergetische Photonen geben hingegen ihregienbei der Kollision mit einem
Hullenelektron komplett ab, so dass das Elektremgésetzt wird und ein ionisiertes Atom
zurtuckbleibt (Photoeffekt).

Die starksten Strahlenschaden werden durch freidikRlea erzeugt, die eine hohe
chemische Reaktivitéat besitzen. Als Radikal bezethman ein Atom o. Molekill, das
mindestens ein ungepaartes Elektron besitzt. Bebtr8&ung mit Gamma- oder
Rontgenstrahlung kommt es zur sog. Wasserradiotiyise/ereinfacht wie folgt ablauft:

Heterolytische Spaltung (lonisatio) Wasser-lon (Radikal)
H,O > H20+ +e

oder

homolytische Spaltung® Hydroxylradikal u. Wasserstoffatom
H.O > Hzo. >OH+H

Die primaren Wasser-lonen reagieren unmittelbar rmiitasser, wobei weitere
Hydroxylradikale entstehen:
Hzo+ + H,O = "OH + H30+

Aufgrund der kurzen Halbwertszeit der Radikale maidee Effekte nur eine begrenzte
raumliche Auswirkung. Dennoch ergaben Untersuchongea. mit Radikalfangern, dass
mehr als die Halfte der DNA-Schaden durch Radilalseugt werden (REUVERSL al,
1973). Es entstehen an der DNA neben Basen- u.efschkéden, Vernetzungen (DNA-DNA
und DNA-Protein-Crosslinks) Einzel- und Doppelsgbrniche (KUHNE, 2003;
WANNENMACHER et al, 2006; FRICKE, 2008).
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2.3.4DNA-Doppelstrangbruchreparatur

DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) gehéren zu den scheer®NA-Schaden. Jeder DSB
stellt ein unmittelbares Risiko fur die Chromatitaldlitat und damit auch fir chromosomale
Translokationen dar. DSB koénnen zu Gen-Rearrangeméihren, zu Apoptose oder
schlimmstenfalls zur malignen Transformation einglle. Dennoch treten DSB auch
natirlicherweise im Rahmen der Immunsystem-Reifanfj oder generieren wahrend der
Meiose genetische Diversitdt (SCHATEt al, 2005; WHITBY, 2005). Neben diesen
normalen zellularen Mechanismen kdnnen DSB aucifizeell durch eine Vielzahl von
Ereignissen induziert werden. Pharmakologisch duach Topoisomerase-Inhibitoren (z.B.
dem Zytostatikum Etoposid) oder radiomimetischehstanzen wie Bleomycin (MAHANEY
et al, 2009). Ebenso kénnen reaktive Sauerstoff-SpdREXS) zu DSB fuhrenvgl. S. 92.
Fur die vorliegende Arbeit wurden DSB durch die issearende Strahlung (IR) einer
Rontgenréhre erzeugt. Lebewesen sind aber auclnkantich natirlich vorkommender IR
in niedrigen Dosen ausgesetzt. Insbesondere jesocKontext medizinischer Diagnostik
(z.B. Computertomographie) und Therapie wird IRwasrdet und fihrt zu DNA-Schaden
(LOBRICH et al, 2005; BRENNERet al, 2007; ROTHKAMMet al, 2007).

lonisierende Strahlung fiihrt indirekt Gber die Bibdy von Hydroxyl-Radikalen-QH) zu
DNA-Schaden, sowie direkt Uber die Abgabe von Eieergschdden entstehen an
Nucleinsaure-Basen und am Phosphodiester-Rickgrsijtierend in Einzelstrangbrichen
(single-strand-breaks SSBs). Entstehen zwei SSBs 28&p entfernt an gegentberliegenden
DNA-Einzelstrdngen, so bilden sich die fur IR tytien DSBs, die unsaubere Enden
aufweisen (Uberhdngende 3’ u. 5’-Enden oder 3'-phatgruppen) (WYMANet al, 2006;
WYMAN et al, 2008; MAHANEY et al, 2009).

FiUr eine fehlerfreie Restauration der zerstortefiorination ist es erforderlich, dass die
verlorene Sequenzinformation von einem anderen WAehnitt auf demselben oder einem
anderen DNA-Molekul abgelesen werden kann. Evahdtichat es sich jedoch von Vortell
erwiesen, dass DSB auch dann repariert werden, weime homologe Sequenzinformation
verfligbar ist: So entstehen zwar Informationslickaiper durch die Rekonstruktion des
Phosphodiester-Ruckgrats kann die strukturelleghtte eines Chromosoms gewahrt werden,
ohne welche der Verlust ganzer Chromosom-Segmeitteunderten Genen drohen wiurde
(LIEBER, 2008).

Dieses Prinzip der fehleranfalligen DSB-Reparatindvals non-homologous-end-joining
kurz NHEJ, bezeichnet und von der fehlervermeidernaemologen RekombinatiofHR)

abgegrenzt. Die homologe Rekombination ist aufSteind frihe G2-Phase beschrankt, da
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fur den korrekten Ablauf die Nahe eines Schwestawe@atids notwendig ist (JEGGE al,
2006). Aus der experimentellen Notwendigkeit heraledlen mit gleichem DNA-Gehalt zu
untersuchen, konnten jedoch nur Zellen in der G&Z€lizyklusphase untersucht werden. Im
Folgenden soll daher im Detail das fur diese Arlme#f3gebliche NHEJ unter besonderer
Berucksichtigung epigenetischer Modifikationen unden ableitbaren wichtigsten

Erkrankungen beschrieben werden.

2.3.4.1DSB-Reparatur tiber non-homologous-end-joining

Inzwischen ist bekannt, dass die Koordination derdér Antwort auf DSB beteiligten
Nucleasen (Entfernen von geschéadigter DNA), Polasem (Synthetisierung neuer DNA-
Strange) und DNA-Ligasen (Verknupfung von DNA-Sgén) unmittelbar mit Chromatin-
Modifizierung verbunden ist, ein Beispiel fiur die omdplexitéat (epigenetischer)
Regulationsvorgange (PANDITAL al, 2009).

2.3.4.1.1Von der Histon-Variante H2AX zu yH2AX

Im Jahre 1998 wurde publiziert, dass in Reaktiohdas Auftreten von DSB die Histon-
Variante H2AX phosphoryliert wird (H2AX> yH2AX). Die nachfolgende Entwicklung
kommerziell erwerblicher Antikdrper gegen die PhHuasplierungsstelle am Serin 139 hat zu
einer Revolution in der Erforschung der DSB-Repargefihrt (ROGAKOUet al, 1998;
ROGAKOU et al, 1999; BONNERet al, 2008). Dennoch ist auch mehr als zehn Jahre nach
der Entdeckung die exakte physiologische Bedeutteig H2AX-Phosphorylierung nicht

eindeutig geklart.

Aus Mausexperimenten weild man, dass H2AX auch elgyklus-Kontrollpunkt-Marker
bendtigt wird und zudem eine Rolle beim Immunglabillassenwechselld class switch )
spielt. Homozygot H2AX negative Mause weisen einbenchromosomale Instabilitat auf,
resultierend in einem pleiotropen Phéanotyp (Kleiola) Immundefekte), mannliche Mause
sind zudem steril (CELESTEt al, 2002). Uberraschenderweise fiihrt jedoch ein &
YH2AX trotz seiner zentralen Relevanz fur die DNAk&densantwort INA damage
response, DDR)ur zu einer maRigen Verschlechterung der RepafatarArbeitsgruppe um
Celeste vermutet, daggi2AX zwar zum Reparaturprozess beitragt, jedocttnan der
primaren Erkennung beteiligt ist und folglich aualeht an der Distribution der Reparatur-
Komplexe (CELESTEet al, 2003). Andere Arbeiten, die nicht im Widersprinérzu stehen,
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zeigen potentielle Interaktionen vgH2AX u.a. mit MDC1 (STEWARTet al, 2003), 53BP1
(WARD et al, 2003) und Nbsl (KOBAYASHEt al, 2002). Interaktionen mit der HAT
NuA4, sowie den an der Chromatin-Umformung bettgligProteinen Ino80 und Swi/Snf
konnten in Hefeorganismen gezeigt werden (MORRISE NI, 2004; VAN ATTIKUM et
al., 2004). Fur MDC1 (Mediator / Regulator) konnteesinteraktion auch auf struktureller
Ebene nachgewiesen werden, seit bekannt wurdeMi2€4 zwei BRCT-DoménerBRCAL
C-terminal domaih besitzt, die optimal erscheinen, ytH2AX zu erkennen (RODRIGUEZ
et al, 2003; STUCKIet al, 2005; KINNERet al, 2008).

Weitere Evidenz fUr eine Schlisselrolle von H2Afdirn jingste Studien, die Mutationen
im H2AX-Gen (H2AFX) untersucht haben. H2AFX liegifaPosition 23 des langen Arms
von Chromosom 11 (11g23), einer haufig Mutationamsgasetzten Stelle in vielen
hamatoonkologischen Erkrankungen (AML, ALL). Inzehen konnten z.B. fur einige SNPs
(single-nucleotide-polymorphisms) im H2AFX-Gen estarke Korrelation mit Follikularen
Lymphomen und Mantelzell-Lymphomen (Non-Hodgkin-Lpyimome) gefunden werden
(NOVIK et al, 2007).

Neben der Phosphorylierung scheint auch Ubiquienyhg an der Signaltransduktion
beteiligt zu sein. So kénnte eine Verbindung zwesclilen am Anfang der Signalkaskade
stehenden Faktoren ATM, MDC1 und Nbsl und den spgditzukommenden Proteinen
53BP1 und BRCAL1 uUber RNF8 geregelt werden, welcinegler Lage ist, H2AX zu
(poly)ubiquitinylieren und so weitere Mediatorenrakrutieren (COHNet al, 2008). 53BP1
interagiert zudem spezifisch mit dimethyliertem ioy20 des Histon H4 (H4K20me2).
(BOTUYAN et al, 2006).

Eine Ubersicht Uber die beschriebenen und weitére, Zuge der DSB-Reparatur

stattfindenden, Histon-Modifikationen gibt Tab. 4.

Wahrend Uber die der Phosphorylierung von H2AX gasbkhalteten Interaktionen bereits
einiges bekannt ist, ist die zentrale Frage nacin delechanismus der initialen
Phosphorylierung von H2AX ungeklart. Beteiligt aerd?hosphorylierung scheinen drei
Mitglieder der PIKK-Familie zu sein, ATM, ATR undNDA-PKcs, wobei ATM die grofdte
Bedeutung zukommt. Durch seine molekulare StruiduATM in der Lage gleich mehrere
H2AX-Molekile zu phosphorylieren (BAKKENISTet al, 2003). In vollstandiger
Abwesenheit von ATM, wobei eine spezifische Inhdntnicht gendgt, ist auch die DNA-
PKcs in der Lage, H2AX zu phosphorylieren (HICKS®@t\al, 2004).
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Histon | Aktion Position

H1 Phosphorylierung durch DNA-PK

H2A Acetylierung durch TIP60

H2AX  Phosphorylierung durch ATM S139
Ubiquitinylierung durch RNF8 S139

H3 Acetylierung durch TIP60
Methylierung durch DOT1L K79
Assoziation von 53BP1 an K79me
Assoziation von RAG2 an K4me3

H4 Phosphorylierung durch ck2 S1
Acetylierung durch NuA4/TIP60-TRAPR
Acetylierung durch hMOF K16
Assoziation von HRlan K20me3
Assoziation von 53BP1 an K20me2

Tab. 4 -Bekannte Histonmodifikationen in der Antwort auf €x@B-Induktion.
Modifiziert nach (PANDITA et al., 2009)

Fest steht, dass nach einem Bruch des DNA-Doppatgrdas Histon H2AX nicht, wie
sonst Ublich bei Histonmodifikationen, am N-ternkéma sondern am carboxyterminalen Ende
(Ser139) phosphoryliert wird. Die Phosphorylierumgitet sich bis zu einer 2 Mbp grofRen
Region des Chromatins aus (ROGAKQ@ al, 1999), wobei neuere Untersuchungen eine
Ausbreitung sogar bis zu 30 Mbp dadurch erklaressdicht nur unmittelbar aufeinander
folgende H2AX-Molekule phosphoryliert werden (PIL@&#al, 2003).

Charakteristisch fuhrt diese lokale Phosphoryligrumd die nachfolgende Rekrutierung
einiger DDR-Proteine zur Bildung von (immunfluoresz-)mikroskopisch nachweisbaren
Protein-Komplexen, sog. Foci (hiei-induced foci* IRIF. Die maximale Anzahl erreichen
die yH2AX-Foci in humanen Fibroblasten etwa 30 min nadbm Schadensereignis
(BONNERZet al, 2008).

Unbekannt ist der genaue Mechanismus der Dephodp@rang vonyH2AX. Theoretisch
konnte dieser Prozess durch eine simple Dephosldronygsreaktion erfolgen oder
komplizierter durch den Austausch vopH2AX durch H2AX. Fiur einein situ
Dephosphorylierung spricht eine teilweise beobdehteolokalisierung der Phosphatase
PP2A mit yH2AX. Dagegen spricht, dass in Hefghl2AX-Foci auch in Phosphatase-
defizienten Stammen verschwinden und es Beweigedabs dagH2AX-Homolog zunachst
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aus der Chromatin-Struktur entfernt wird, bevordephosphoryliert wird (KINNERet al,
2008).

2.3.4.1.2Ataxia telangiectasia mutated

Fur die These, dass ATM als Sensor fur DSB fungisgrechen vor allem aus
Strukturanalysen gewonnene Daten die u. a. belatgess, ATM in der Lage ist, DNA-Enden
zu binden (SMITHet al, 1999; LLORCAZet al, 2003). Starkere Evidenz erhélt jedoch die
Hypothese, dass der eigentliche primare Sensor BBB im Mrell-Komplex
(Mrel1/Rad50/Nbs1) zusehen ist, welcher ATM aktimekann (LAVIN et al, 2007). Fir
den Komplex wird aufgrund seiner Nuklease-Aktivitigrmutet, dass er zudem fur die
Prozessierung der DNA-Enden nach DSB-Induktion lllircbendtigt wird. Daten aus vivo
Experimenten an hypomorphen Rad50-M&ausen zeigess dzereits kleine Defekte
insbesondere in proliferierenden Zellen, z.B. h@paé¢tischen Stammzellen, zu schwerer
chromosomaler Instabilitat fihren (BENDERal, 2002).

Eine Vielzahl von verschiedenen Mutationen im ATMf(G einem der groldten des
menschlichen Genoms, fuhrt zum Krankheitshild Alixia telangiectasiawelche u.a. durch
eine hohe Strahlensensibilitdt gekennzeichnet S¥NDOVAL et al, 1999). Die hohe
Empfindlichkeit der betroffenen Patienten fir stemimduzierte Schaden kdnnte damit
zusammen héangen, dass mdglicherweise DSB, die iterétdromatin entstehen, ATM-
abhéngig repariert werden (BONNER al, 2008). So beeinflusst ATM den Transkriptions-
Korepressor KAP1Krippel-associated box (KRAB)-associated prgteinekt und fihrt zur
Lockerung des zuvor durch KAP1, HBlHeterochromatin Protein 1) u./o. HDAC 1 u. 2
erzeugten heterochromatischen Chromatinabschi®BALLO et al, 2004; ZIV et al,
2006; GOODARZI et al, 2008). Fur HPB konnte bereits auf molekularerer Ebene ein
Mechanismus aufgezeigt werden, Gber den BlRaeh DNA-Schadigung mobilisiert wird, so
dass es konsekutiv zu einer Relaxation der hetesowtischen Struktur kommen kann
(AYOUB et al, 2008). Es ist wahrscheinlich, dass die gestohim@atin-Relaxation einen
wesentlichen Anteil an der schlechteren DSB-Repatat AT-Patienten besitzt (PANDITA
et al, 2009). Ob eine durch epigenetische Modifikator@msgeloste Relaxation die

fehlgesteuerte Relaxation im Gewebe von AT-Patirentagehen mag, bleibt noch zu zeigen.

Auch an der Regulation von ATM sind epigenetischedMkationen unmittelbar beteiligt.
Jingst konnte gezeigt werden, dass der VerlushNdé&keosom-bindenden Proteins HMGN1
Chromosomen zu binden, die durch IR ausgeléste AUtbphosphorylierung negativ

beeinflusst. Abhangig von HMGNL1 fiuhrt IR zu einemsfieg der globalen Acetylierung von
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Lysin 14 des Histon H3 (H3K14), jedoch sind HDAGhmtoren in der Lage, die
Abhangigkeit zwischen ATM und HMGN1 aufzuheben, dass die Notwendigkeit von
HMGNL1 fir eine effiziente Aktivierung von ATM umggen werden kann (KIMet al,
2009).

Nach seiner Aktivierung fuhrt ATM seinerseits zunoBphorylierung einer so grof3en
Anzahl von Proteinen, dass inzwischen eine Plaitfddr in silico Netzwerk-Analysen
besteht (Showcase of ATM related pathways: httpaiues.tau.ac.il/~spike/). Grob lassen
sich die Proteine gemal ihrer Funktion in DNA-SaredSensoren (z.B. DNA-PKcs, Nbs1l),
Vermittler (z.B. H2AX, MDC1, BRCA1, 53BP1), Uberget (z.B. Chk1,Chk2) und
Effektoren (z.B. p53, Mdm2, Artemis, KAP1) untelési (LAVIN et al, 2007).

2.3.4.1.3Ku70/80, DNA-PKcs, Artemis

In in vitro Experimenten konnte fur zwei weitere Proteine, Ku7 Ku80, die Fahigkeit zur
Erkennung von DSB binnen Sekunden nach der Indukiachgewiesen werden. Inwieweit
sie unabhéngig oder in die Aktivierung z.B. von ATMDCL1 oder yH2AX involviert sind,
ist derzeit noch unklar. So formen die als Hetarmti vorliegenden Ku70/Ku80 unter
anderem eine Schleife, die DNA unabhéangig von @&gugnz umschlieen kann (WALKER
et al, 2001). DNA-PKcs kénnen an die DNA-Enden des Bescimit hoher Affinitat binden,
nachdem Ku durch eine kurze Einwarts-Drehung dideBrireigelegt hat. Der sich bildende
Komplex (DSB-Ku-DNA-PKcs) kdnnte zum Zusammenhaltdgr DNA-Enden und zum
Schutz vor Nukleasen dienen, zudem findet eine phasphorylierung an DNA-PKcs und
Aktivierung der Nuklease Artemis statt. Verlust@NA-PKcs fuhrt u.a. durch Defekte in der
V(D)J-Rekombination zum sog. SCID-Syndrom (seveoenltined immunodeficiency) in
Pferden, Hunden und Mausen (LIEBER, 2008; MAHANEfYal, 2009). Artemis fungiert als
5-3’-Endonuklease, Defekte fuhren in menschlichellen zum RS-SCID (radiation-
sensitive SCID). Etwa 10 % der DSB in humanen @blasten-)Zelllinien werden Artemis
abhéangig repariert (RIBALL@t al, 2004).

Nach der Prozessierung der Enden synthetisieren -Bingige-DNA-Polymerasen die
ggf. zur VerknUpfung der geschéadigten DNA nétig¢wbBausteine de novo. Unterschieden
werden drei Polymerasen (Pol): TdT (Terminal deaxyeotide Transferase), Pal und
PolA. TdT ist lediglich in der Lage, Nukleotide ohnerl&ge an die DNA-Enden zu flgen
(v.a. wahrend der V(D)J-Rekombination). Rdkann sowohl nach Vorlage arbeiten, als auch

zufallig Nukleotide anflgen. Padl arbeitet ausschlie3lich nach Vorlage. Als Vorl&gan
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z.B. ein Teil des komplementéren Stranges dienemifwsich z.B. die Enden Uberlappen),
resultierend in einer inversen Wiederholung deruseq. Ebenso kann ein Stick des der
Licke gegentberliegenden Stranges dienen, um die warhandene eigentliche Lasion zu
uberbricken (WYMANet al, 2006; LIEBER, 2008).

Die Verknupfung der Nukleotide erfolgt abschliel3éieér die DNA-Ligase IV, unabhéngig
vom parallelen Strang, zudem Uber Licken von emigekleotiden hinweg. Als Kofaktoren
fur die DNA-Ligase IV fungieren XRCC4 und XLF (XR@gike factor / Cerunnos) (Glet
al., 2007).

2.3.4.2DSB-Reparatur iber Homologe Rekombination

Das Prinzip der homologen Rekombination (HR) istreéalls ein essentieller Bestandteil
der DSB-Reparatursysteme in eukaryotischen ZelBm.veranderten sich die an der HR
beteiligten Schlisselenzyme wie Rad51 im LaufeEladution nur wenig. Stérungen in der
HR sind zudem mit einigen Krankheiten assoziiertdeo, so z.B. das Nijmegen breakage
syndrome oder die Fanconi Anamie (THOMPS@Ml, 2002). Die HR setzt homologe, also
moglichst strukturédhnliche oder gleiche DNA-Absdtei voraus, z.B. Schwestern-
Chromatide im Rahmen der Zellteilung. Fir die \egénde Arbeit waren jedoch
kontaktinhibierte Zellen maf3geblich, so dass dieiriRGegensatz zum NHEJ hier nur vom
Prinzip her beschrieben wird. Eine Rolle spielte aber bei der Reparatur von DSB im

Rahmen des Koloniebildungstests, da dort sichrneédeZellen zum Einsatz kamen.
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Abb. 3- Prinzip der Homologen Rekombination. Modifiziert néEANDITA et al., 2009)

Nach Registrierung des DSB durch u.a. den MRN-KempVerden zunachst die Enden der
Bruchstelle so prozessiert, dass die Uberhdngeol@rifat aufweiser®. Ein Teil eines
Einzelstrangs dringt nun mit Hilfe der Proteine BRhdMeiose: Dmc1l) in ein homologes
Chromosom ei®, meist ein Schwester-Chromatid. Die DNA-Polymerds&ann den
Einzelstrang nun verlange®. Neben diesem sog. ,synthesis-dependent strarebing” ®
kann es auch zur Ausbildung von sog. ,Double-Halidunctions®,®) kommen, bei
denen sich die Einzelstrange uberkreuzen, so daagilerend der Reparatur mitunter zu sog.
,Crossovers® kommt, also dem Austausch zweier DN#séhnitte @ = non-crossover

recombinants®=crossover recombinants.



Einleitung Seite 29

2.4 Ziele der Arbeit

In der Kklinischen Praxis zeigte sich, dass ein @ell mit hypomethylierenden Substanzen
behandelten Patienten nicht von einer Behandluofitiert (ISSA et al, 2009). Bei einzelnen
Patienten kommt es im Gegenteil sogar zu einerideeh Verschlechterung des klinischen
Bildes. Aus dieser Beobachtung heraus erwuchs ditivition, mogliche Auswirkungen
epigenetisch modifizierender Substanzen auf di®@mmbsomale Stabilitdt zu untersuchen.
Wahrend sich der Grof3teil der Arbeiten auf die Wniehung von epigenetisch aktiven
Substanzen in Krebszellen konzentriert, war es A vorliegenden Arbeit, mdgliche
Auswirkungen auf die Reparatur von Doppelstrangieiicder DNA in nicht mutierten
humanen Zellen zu untersuchen. Speziell sollt&egddtuss der hypomethylierenden Substanz
5-Azacytidine und der funf HDAC-Inhibitoren SAHA, $275, TSA, VA und NaB auf
humane Fibroblasten mit Hilfe dgiH2AX-Focusanalyse und des Koloniebildungsassays
untersucht werden. Mit diesen Versuchen sollten lig@ogische Relevanz und mdgliche

therapeutische Risiken ermittelt werden, um Konseagan fiir die klinische Praxis abzuleiten
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3 Material und Methodik

3.1 Materialien und Gerate

3.1.1Gerate
Geratetyp Name Hersteller, Ort
Autoklav Systec 3870 ELV Systec GmbH, Wettenberg
Brutschréanke Heraeus, Heracell Kendro Laboratooglirets,

Fellbach

Durchflusszytometer (FACS

) BD FacsCanto

BD Biosce=n NJ USA

Elektronische Pipettierhilfe

~Pipettboy” pipetuskak

Hirschmann Laborgerate

Elektrophorese

Mini Protean Il Vertikal
Elektrophorese System

Biorad, Minchen

Fluoreszenz-Mikroskop

Nikon Eclipse E600

Nikon, Beidorf

Invers-(Zellkultur)-

Nikon Eclipse TS100

Nikon, Disseldorf

Mikroskop
Kamerasystem Nikon DS 2MBWc (s/w)  Nikon, Disseldorf
Nikon DS Fil (Farbe)
Photometer Ultrospec 3100 Amersham Biosciences

Europe GmbH, Freiburg

Sterilwerkbénke

Heraeus Hera safe

Kendro Labord&oogucts,
Fellbach

Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries, NY
USA
Warmebad GFL, Burgwedel

Westernblot

Mini Trans Blot Cell
Biorad Power Pac 200 Pow

Supply

Bio-Rad Laboratories
~GmbH, MUnchen

Zahlkammer Neubauer improved Marienfeld SuperiaylP
Marienfeld GmbH & Co.
KG, Lauda-Konigshofen

Zentrifugen Biofuge 13 Heraeus Kendro LaboratoydBacts,

Fellbach

1) Sofern nicht anders angegeben, Deutschland
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3.1.2Verbrauchsmaterialien

Geratetyp

Name

Hersteller, Ort

Deckglaschen

Deckglaser rund 12mm

Carl Roth Gnitaidsruhe

Desinfektionsmittel Freka-NOL AF Dr. Schumacher I@&in
Melsungen
FACS-RoOhrchen Beckton &  Dickinson,
Heidelberg
Filme Kodak BioMax Light Film u. Carestream Health Inc., NY
XAR USA
Kanulen BD Microlance BD Biosciences, NJ USA
Kryordhrchen Cryotube Vials Nunc, Roskilde, Daneknar
Nitrocellulosemembran Trans-Blot Transfer MediunBioRad, Minchen
0,2
Objekttrager SuperFrost Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Parafilm Laboratory Film Pechiney, Plastic Packggin

Chicago, USA

Pipettenspitzen

2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml
Serologische Pipetten

Sarstedt, NUmbrecht

Prazisionswischtlticher

Kimtech

Kimberly-Clark Praiesal,

Roswell, USA
Rundbodenrdhrchen 15 ml und 50 mi Sarstedt, Ninhbrec
Wasserbadstabilisator BadStabil (#1-6095) Nedtidelberg

Zellkulturflaschen

T75 & T25 (75 & 25 ¢in

Thermo Fisher Scientific
(Nunc GmbH & Co. KG),
Langenselbold

Zellkulturplatten

6-Well-Platten
(= 6-Loch-Platten)

Thermo Fisher Scientific
(Nunc GmbH & Co. KG),
Langenselbold

Zellkulturschalen

0 60

Thermo Fisher Scientific
(Nunc GmbH & Co. KG),
Langenselbold

0 94 mm,Od 150 mm

Greiner Bio-One,
Frickenhausen

1) Sofern nicht anders angegeben, Deutschland
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3.1.3Chemikalien und Reagenzien

Typ Name Bezeichnung Hersteller, Ort
Kulturmedien
DMEM #E15-843 PAA, Pasching,
Osterreich
#FG 0435 Biochrome AG,
Berlin
MEM #FG 0325 Biochrome AG,
Berlin
RPMI 1640 #F 1215 Biochrome AG,
Berlin
Supplemente
FBS Superior #S 0615 Biochrome AG,
Berlin
NEAA #K 0293 Biochrome AG,
Berlin
Penicillin/Streptomycin #A 2213 Biochrome AG,
Berlin
Sodium-pyruvate #L 0473 Biochrome AG,
Berlin
Reagenzien und Lésungen fur die Zellkultur
DMSO #A 994.1 Carl Roth GmbH,
Karlsruhe
PBS Klinikapotheke
Trypsin / EDTA #L 2143 Biochrome AG,
(0.05 %/0.02 %) Berlin
Immunzytochemische Farbung
Methanol #4627.5 Carl Roth GmbH,
(Rotipuran) Karlsruhe
Mounting Medium mit DAPI Vector Laboratories,
(Vectashield) #H1200 CA USA
ohne DAPI
#H1000
Normalserum NS goat #B15-035 PAA, Pasching,
Osterreich
Triton X 100 #3051.2 Carl Roth GmbH,
Karlsruhe

Histonisolierung und Westernblot

Aceton

Hedinger, Stuttgart

Acrylamid-LOsung

Rotipuran Gel
(30 %)
#3029.1

Carl Roth GmbH,
Karlsruhe

Agarose

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
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APS #10316 Griussing GmbH,
Filsum

DTT Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Entwickler Adefo Chemie,
Dietzenbach

Ethanol SAYV Liquid
Productions,
Flintsbach a. Inn

Fixierer Adefo Chemie,
Dietzenbach

Glycin Merck KGgA,
Darmstadt

Hepes #H3375-25G Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

KCI Riedel-de Haén,
Seelze

Luminol Flukka (Sigma-
Aldrich),
Taufkirchen

Magermilchpulver Lasana, Herford

MgCl, #63072 Flukka (Sigma-
Aldrich),
Taufkirchen

NacCl Klinikapotheke

PMSF Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Propidiumiodid Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Protein- #SMO0671 Fermentas, St.

Molekulargewichtsmarker Leon-Rot

RNaseA Magery-Nagel,
Dlren

Salzsaure / HCI Merck, Darmstadt

SDS #428023 Callbiochem-
Novobiochem Corp,
CA USA

Temed Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

Trichloressigsaure AppliChem,
Darmstadt

Tris #4855.2 Carl Roth GmbH,
Karlsruhe

Tween 20 #9127.1 Carl Roth GmbH,
Karlsruhe

Wasserstoffperoxid (30 %) Fischar,

(H20y) Saarbricken

1) Sofern nicht anders angegeben, Deutschland.
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3.1.4Testsubstanzen

Name Abk ! Synonyme/Handelsnameh Hersteller/Bezugsquelle
5-Azacytidine 5-AzaC Vidaz&

Suberoylanilid- SAHA Vorinostat, Zolinz&

hydroxamsaure

Trichostatin A TSA

MS275 Etinostaf, SNDX-275

Valproat VA

Natrium-Butyrat = NaB

1) Angegeben sind die in dieser Arbeit verwendétekiirzungen.
2) Auswabhl der gangigsten Synonyme und HandelsnaBirige der Begriffe sind geschitzte Marken.

3.1.4.1Chemische Struktur der Testsubstanzen

Testsubstanz MW (g/mol)
in vitro Potenzial (ICs-Wertebereich)

DNA-Methyltransferaseinhibitor

5-Azacytidine )\
X

HDAC-Inhibitoren

SAHA MW: 264.3 0
Hydroxamsaure uM
NH _OH
NH
@)
Trichostatin A MW: 302.4 o o)
Hydroxamsaure A nM _OH
SN NH
H3C\N CH; CHg
&y
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MS275 MW: 376.4 j\
Benzamid nM - uM
H | X o] NH NH,
= NH
N
(6]
Valproat MW: 144.2 O
Kurzkettige mM HsC
Fettsaure OH
CH,

Natrium- MW: 110.1
Butyrat mM o
Kurzkettige /\)k
Fettsaure HaC ONa

Tab. 5- Strukturformeln der verwendeten TestsubstanzenF&imeln wurden mit ACD/ChemSketch erstellt.
Validierung und ausfiihrliche chemische Informationater http://pubchem.ncbi.nim.nih.gov.

3.1.5Zusammensetzung verschiedener Losungen

Lysepuffer A

10 mM Hepes pH 7,9

1,5 mM MgCI2

10 mM KCI

(kurz vor Benutzung dazugeben:)
0,5mMDTT

1 mM PMSF

TBST-Puffer

150 mM NacCl

100 mM Tris pH 7,4
0,1 % Tween 20

ad 81dH20

10x Transferpuffer

250 mM Tris
1,92 M Glycin

1x Transferpuffer

25 mM Tris-HCI pH 7,5
192 mM Glycin
20 % Ethanol (v/v)
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10x Laufpuffer 30 g Tris
144 g Glycin
10 g SDS oder 50 ml einer 20 %igen Losung
ad 1000 ml dH20

1x Laufpuffer 125 mM Tris-HCI pH 7,5
190 mM Glycin
1 % SDS (w/v)

ECL1 1 ml Luminol-Stammldésung
440 pl Coumaric Acid Stammlésung
10 ml 1 M Tris-HCI pH 8,5
ad 100 ml dHO

ECL 2 64 ul Wasserstoffperoxid (30 %)
10 ml 1 M Tris-HCI (pH 8,5)
ad 100 ml dH20

2 M Schwefelsaure 11,17 ml 96 %ige Schwefelsaurd Gl ml
dH20

0,1 % HCI-Aceton-L6ésung 27 ul 37 %ige HCI ad 10Ankton

Ponceau-S-Lésung 0,1 % Ponceau(w/v), 20 % Eis€sAy ad
dH20

Blockingsolution 3 % Magermilchpulver in TBST
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3.2 Arbeit mit Zellen

3.2.1Zelllinien

Fur samtliche Experimente wurde die humane Hauffilasten-Zelllinie (Zell-Stamm:
HSFP), bestehend aus kultivierten humanen Leistenbimigiflasten verwendet. Die Zellen
wurden freundlicherweise von H.P. Rodemann und Ktniann, Universitdt Tubingen,
bereitgestellt.

Die adharent wachsenden HSF1-Zelllinien hatten siderholt in der Vergangenheit als
stabile Experimentalsysteme zur Untersuchung deA MMNsB-Reparatur in menschlichem
Normalgewebe erwiesen. (LOBRIG# al, 2005; KEGELet al, 2007)

3.2.2Zellpassagierung

Die Fibroblasten wurden standardméaRiig bei 37 °@ €02, 95 % rel. Luftfeuchtigkeit
kultiviert.
Die Kultivierung der Zellen erfolgte in speziellefellkulturflaschen, die eine optimale
Adharenz und den Austausch von Gasen Uber einrdyiitem im Deckel erméglichten. Je
nach GroRe der Kulturflaschen wurden unterschikdlicvolumina an N&ahrmedium
verwendet: T75 (75 cft 20 ml, T25 (25 cf): 5 ml.

Als Kulturmedium kam in einer frihen Phase der Arbmsbesondere fiur den HSF1-
Zellstamm, zundchst MEM-Medium mit 10 % FCS, 1 %AE 1 % Penicillin/Streptomycin
zum Einsatz. Der HSEZellstamm wurde anschlieBend in DMEM-Medium (higjheose,
mit Sodium-Pyruvat) mit 10 % FCS, 1 % Penicillim&pttomycin kultiviert.

Alle im Folgenden verwendeten Losungen wurden zuvowasserbad auf physiologische

37 °C erwarmt.

Zur (Sub-)kultivierung der HSE1Zellen in einer T75-Kulturflasche wurde zunéachasd
gebrauchte Medium abpipettiert und die noch adhé@nefellen wurden zweimal mit je 10 ml
PBS gewaschen, um verbleibende Mediumsreste unitui3etu entfernen. Das Ablésen der
Fibroblasten erfolgte mit 2 ml Trypsin/EDTA und Uiation fur min. 5 Minuten im
Brutschrank (37 °C, 5%C02). Die Kontrolle der Ablbsung erfolgte visuell mit dem
inversen Zellkulturmikroskop: Gel6ste Zellen schwism abgerundet in der Trypsin/EDTA-
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Losung. Bei schwierigem Detachment l6sten sich ramiiérente Fibroblasten nach leichtem
Beklopfen der Zellkulturflasche. Die Inhibierungrdeypsin-Wirkung erfolgte durch Zugabe
von frischem, serumhaltigem Medium.

Nun wurden 10 pl Suspension zur nachfolgenden @dllmg entnommen. Anschliel3end
erfolgte die eigentliche Subkultivierung durch auén der Suspension im Verhaltnis von 1:2
oder 1:3 auf neue, frisches Nahrmedium enthalt@edleulturflaschen.

Eine Passagierung im woéchentlichen Rhythmus hdt fic die langsam wachsenden

Fibroblasten als optimal erwiesen.

3.2.3Einfrieren von eukaryotischen Zellen

Die Langzeitkonservierung (ggf. Uber Jahre) derlefelerfolgte durch Lagerung in
flissigem Stickstoff bei -196 °C. Durch Rekristdiiionsprozesse kdnnen bei héheren
Temperaturen von -130 °C bis ca. -20 °C Eiskristaldb stark wachsen, dass es zu einer
strukturellen Schadigung der Zellen kommt. Ziel desfrierens war es, auch in spateren
Phasen der Arbeit, sowie ggf. in Zukunft auf biaop verhaltnismaRig junge Zellen
rackgreifen zu kénnen und diese erneut zu subketttw. Hierzu wurden Fibroblasten in der
exponentiellen Wachstumsphase zunachst gewaschgisintert und in Suspension mit
frischem Medium gebracht, um die Trypsinwirkungizinibieren. (Analog zur Passagierung,
s. Abschnitt 3.2.2). Nach Zéahlung der Zellzahl Bestimmung der CPD wurden die Zellen
zunachst abzentrifugiert (300 g, 10 min, RT), ddrefstand verworfen und das Pellet in
gekuhltem Einfriermedium (DMEM +20 % FCS + 1 % Rdhn/Streptomycin + 10 %
DMSO, 4 °C) resuspendiert und bis zur maximalen fehipnen Fullung in 2 ml
Kryoréhrchen tberfuhrt.

Fur ein erfolgreiches Einfrieren (Erhalt der Zebilitdt) ist die Kidhlungsrate von
entscheidender Bedeutung. Um ein optimales Verlakon Dehydrierung, moglicher
Eiskristallbildung und Konzentrationsanstieg geddosStoffe zu erzielen, hat sich das
Absinken der Temperatur um 1 °C pro Minute bewd8@HMITZ, 2007). Hierzu wurden
die Kryordhrchen in einer mit 100 % Isopropylalkblyzfullten Einfrierbox (,5100 Cryo
1 °C Freezing Container Mr. Frosty*, Nalg&@né&abware) zunachst fir 1 h bei -20 °C
gelagert, gefolgt von 24h bei -80 °C und anschhe@e Uberfiihrung in Kryoboxen, die in
der Flussigstickstoffphase bei -196 °C gelagertdenr
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3.2.3.1Auftauen von Zellen

Da dem Einfriermedium das zelltoxische DMSO alsri@eschutzmittel zugesetzt ist, muss
das Auftauen von Zellen rasch geschehen. Hierzwevudie Kryordhrchen zunéchst im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, bis sich praktidteh Eiskristalle aufgelést hatten und
unmittelbar danach in ein mit 10 ml frischem, vavgemten Kulturmedium gefilltes
Reaktionsgefal3 uUberfiihrt. Durch Zentrifugation B8D g fur 10 min wurden die Zellen
pelletiert, so dass der das toxische DMSO enthaltdierstand entfernt werden konnte. Das
Pellet wurde nun in 3 ml frischem Medium resusperidund in eine T75 Kulturflasche
tberfuhrt und die Zellen unter Standardkulturbedimgen (37 °C, 5% CO2, 95 %
rel. Luftfeuchtigkeit) kultiviert.

Nach ca. 12 Stunden konnte tber das Verhéaltniscivrs adharenten zu nicht-adhérenten
Zellen auf die Viabilitdit der Zellen geschlossen rde®. Nach 24h erfolgte ein
Mediumswechsel bzw. bei ausreichender KonfluenzSgilit im Verhaltnis von 1:2 oder 1:3,

um noch enthaltene toxische Komponenten zu entferne

3.2.4Synchronisation

Zur reproduzierbaren und vergleichbaren Untersughder Induktion und Reparatur von
DSB ist es erforderlich, dass die Zellen einen netigt homogenen Gehalt an DNA besitzen.
Der DNA-Gehalt variiert jedoch wéahrend der Zellayiphasen. Einen einfachen DNA-
Gehalt besitzen die Zellen in der GO/G1-Zellzykhage, so dass fur samtliche Experimente
in GO/G1-synchronisierte Zellen verwendet wurdeineEEigenschaft der Fibroblasten ist die
durch Kontaktinhibition erreichte Einstellung derillingsaktivitdt nach Bildung eines
Monolayers. Die Fibroblasten treten in die GO/Gh$thdes Zellzyklus ein und kdnnen so
teils Uber Wochen bei ausreichender Nahrstoffvgrsay und optimalen Kulturbedingungen
gehalten werden. Im Zuge der Zellpassagierung wiedKontaktinhibition gelést und die
Zellen treten meist synchron wieder in den Zellmgkéin (BECKER, 2006).

Da die Synchronitat der Fibroblasten in der GO/Gage ein Schlisselfaktor zum Erreichen
vergleichbarer Ergebnisse ist, wurde dies mittelsclaflusszytometrischer Messung nach

Farbung der Zellen mit Propidium-lodid kontrolliert
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3.3 Propidium-lodid-Farbung

Zur Unterscheidung der unterschiedlichen Zellzyhasen mittels
durchflusszytometrischer Messung muss man die Zalenachst mit Propidiumiodid (PI)
fluoreszenzfarben. Pl ist ein mit DNA interkalieden Fluoreszenzfarbstoff, der durch Licht
der Wellenlang@=480nm angeregt wird.

Die Quantitat der Interkalierung ist vom Gehalt d@NA abhéngig, so dass eine
Differenzierung der unterschiedlichen Zellzykluspdya mit entsprechender Variation des
DNA-Gehalts maglich ist.

Zur Farbung der DNA wurde mit den Fibroblasten zinsé analog zur Zellpassagierung
(s.3.2.2) verfahren.

Vor der Uberfiihrung in frische Zellkulturflaschenunde die Zellsuspension in 15 ml
Falcons pipettiert, und danach bei 300 g fur 10 mentrifugiert. Nach vorsichtigem
Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet in BBS resuspendiert und in ein 1,5 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal3 tberfuhrt. Dieses wurde 3800 rom fir 5 min in einer
Tischzentrifuge erneut zentrifugiert und der Ubemst wieder vorsichtig entfernt. Die
vorsichtige, aber vollstandige Resuspension de$pelldts erfolgte nun in 200 pl NaCl
(0,9 %). In ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefa? wartig3 ml auf -20 °C geklhltes Methanol
vorgelegt (Fixierung). Durch Pipettieren mittelses 200 pl Spitze wurden die Zellen erneut
weiter vereinzelt und in das Methanol gespritzti B2 °C kann eine Lagerung bis zur
weiteren Farbung erfolgen, jedoch sollte eine Msatidgerzeit von 1 h bei -20 °C nicht
unterschritten werden.

Pl-Farbung: Hierzu wurden die methanolfixierten |&elim Eppendorf-Reaktionsgefald
zunachst 1 min bei 12000 rpm abzentrifugiert und Wieerstand verworfen. Das Zellpellet
wurde einmal mit 500 pul PBS gewaschen und bei 120061 2 min erneut abzentrifugiert. Da
sich das Pellet nun sehr leicht 16st, ist auf bdeom Vorsicht beim Abnehmen des
Uberstandes zu achten. Um eine reine DNA-Farbungralten, musste die RNA zun&chst
durch RNaseA hydrolysiert werden. Hierzu wurde &atlet in 250 ul PBS + RNaseA
(Ansatz 1:400 aus einer Stammlésung 10 mg/ml) pendiert und fur 60 min bei RT
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurdee &roben in FACS-R6hrchen tberfiihrt
und durch Zugabe von PI (25 pug/ml) plus anschlidBemkurzen Vortexen gefarbt. Um eine
optimale Interkalierung zu erreichen wurden die bero fir 30 min bei RT im dunklen

inkubiert. Die Proben konnten nur fur die FACS-Megsg verwendet werden.
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3.3.1Prinzip der FACS®-Messung

Das von Gohde (GOHDE, 1968) patentierte Prinzip Digrchflusszytometrie (engl. auch
FACS®: ,fluorescence activated cell sorting“) beruht &Aléssung der Lichtemissionen von,
durch zuvor einen Laser emittierten Lichtstrahleeidefinierten Wellenlange, angeregten
Zellstrukturen oder fluoreszenzgefarbten Antigeridm. Einzelzellen zu untersuchen, werden
Zellen einer Suspension zunachst durch hydrodyrdmid-okussierung, d.h. die starke
Beschleunigung mittels Druckluft vor dem Eintritt die Messkammer, vereinzelt. Die
eigentliche Analyse erfolgt durch Messung zweiere@omponenten des eingestrahlten
Lichtes: Dem Vorwartsstreulicht (engl.: FSC, fordiacatter) und dem im rechten Winkel
gestreuten Seitwartsstreulicht (engl.: SSC, siddsvacatter). Das FSC gibt einen Hinweis auf
die Grol3e der Zelle, das SSC hingegen ist ein Mafié Granularitat.

In einer normalen eukaryotischen Zelle liegt in @&fGi-Zellzyklusphase ein diploider
Chromosomensatz (2n) vor. In def @d M-Phase, vor erfolgter Zellteilung, besitz delle
einen vierfachen Chromosomensatz (4n). Mittels iHestogramms (Auftragung Zellzahl
gegen DNA-Gehalt(Lichtintensitat)) kann die quatiite Verteilung der Zellen in die
Zellzyklusphasen gG; (2n), S (2n bis 4n) und 1 (4n) unterschieden werden. (HEYNE,
2007). Die Analyse wurde mit der BD FACS Diva Sate durchgefthrt.

3.4 Bestimmung der kumulativen Populationsverdopplungen

Fibroblasten als Typ einer normalen, nicht immastaiten humanen Zellart unterliegen
Differenzierungs und Alterungsprozessen. (BAYREURHEet al, 1988) Zur
Altersabschétzung einer Zellpopulation wird in aeeisten Fallen auf die sog. Passage-Zahl
zuruckgegriffen. Sie wird pro Subkultivierung umrmEierhdht und ist nur zur groben, raschen
Bestimmung des Alters bei konstanten Kulturbedimgumgeeignet. Wenn man jedoch als
Alter einer Zellpopulation von nicht immortalisiert Zellen, die Anzahl der einzelnen
Zellteilungen bzw. Verdopplungen der Populationrdgitet, so ndhert man sich deutlich
genauer dem tatsachlich biologischen Alter an. diérfolgende Arbeit wurden daher bei
jeder Passage die sog. kumulativen Populationspphdogen (engl. CPD, cumulative
popluation doublings) berechnet.

Als Basis diente die Bestimmung der Zellzahl (=Nyr \dem Splitting mit Hilfe einer
Neubauer improvedéhlkammer. Da die Adharenzeffizienz und Apoptaser der
Fibroblasten bei Passagierung im Rahmen der MeRanggkeit fur die Zellzahlbestimmung
liegt, konnten diese Faktoren fiir die BerechnungQiD vernachlassigt werden.
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Far

N = Anzahl der geernteten Zellen

No= Anzahl der zuvor ausgeséaten Zellen
CPD,:= CPD der vorherigen Passage

NO
In &>

gilt: CPD,,, =CPD,, +
In2

3.5Ausséen auf Deckglaschen

Fur die Bestrahlungsexperimente und anschlielendauhfluoreszenfarbungen hat es sich
als optimal erwiesen, die Fibroblasten direkt awdckplasern wachsen zu lassen. Dies
ermdglicht neben einer optimalen Konfluenz und $ater Synchronisation in §85;-Phase
bei Bestrahlung zudem eine schnelle, zellschondrderung und Farbung, ohne wie
alternativ mdglich, die Zellen nach Abtrypsinierungttels einer Zytospin-Zentrifuge auf
einen Objekttrager zu zentrifugieren

Um eine moglichst homogene Verteilung der auszuisiezellen auf die Deckglaser zu
erhalten, wurden zunachst 12 autoklavierte Deckglésiter sterilen Bedingungen in eine
Petrischale (g 5,5 cm) gelegt und durch sanftesrifokgén am spateren Aufschwimmen
gehindert. In jede Petrischale wurden 10 ml frisglvergewarmtes Kulturmedium vorgelegt.
Mit den Fibroblasten einer zuvor konfluenten Kultueiner T75-Kulturflasche konnten nach
erfolgtem Lésen und Suspendieren (vgl. 3.2.2, $.difch Pipettieren gleicher Volumina
unter stdndigem Schwenken der Petrischale dresPleéiien gleichméaliig besat werden. Nach
einer Inkubation unter Standard-KulturbedingungeB7 C, 5% C@ 95% rel.
Luftfeuchtigkeit) far min. 24, besser 48 Stundennkien die Deckglaschen mit nun
adharenten Fibroblasten in entsprechend den Erfussen eines Experiments praparierte
6-Loch-Platten tberfuihrt werden. Hier wuchsen dilenr zur endgultigen Konfluenz heran.
Ein Well einer 6-Loch-Platte entsprach einem defi@n Testpunkt, wobei je Loch stets 2
Deckglaschen verwendet wurden, die in 5 ml Kultwtimen/Loch lagen. Die doppelte Anzahl
an Deckglasern diente zum einen der internen Ggkeitskontrolle, zum anderen konnte der
Verlust eines Deckglaschens z.B. durch Glasbruotz tsorgfaltigster Arbeit nicht vollig

ausgeschlossen werden.
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3.6 Bestrahlungen

Zur Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen wurde oler vorliegenden Arbeit
Rontgenstrahlung verwendet (vgl. 2.3.2, S. P93 Rontgenquelle diente eine Rontgenrbhre
vom Typ Philips PW2184/00, deren Anode aus Wolflasteht. Das Austrittsfenster besteht
aus Beryllium (Dicke < 0.02 mm). Um eine Dosisleigj von 1,22 Gy/min zu erreichen,
wurde eine Beschleunigungsspannung von 90 kV, seimiddeizstrom von 25 mA bendtigt.
Als Filter wurde eine 2 mm Aluminiumplatte verwenhddie sich in einem Abstand von
40 cm zum Austrittsfenster befand (KEGEL al, 2007; FRICKE, 2008). Bestrahlt wurden
die Zellen in ihren entsprechenden KulturgefalBendénen sich warmes Kulturmedium
(37 °C) befand.

* Alublech, 2mn
A Holzplatte
Loch 30cm x 30cm
40cm
Rontgenréhre
mit Austrittsfenster
43cm

Abb. 4 — Schematische Darstellung der Réntgenanlage

3.7 Immunfluoreszenzfarbungen

3.7.1Prinzip der Immunfluoreszenzfarbung

Elektronen eines fluoreszierenden Stoffes (Fluom) kénnen durch Energie in Form
von Licht einer definierten Wellenlange auf ein atds Energieniveau angehoben werden.
Bei dem Ruckfall auf das urspriingliche Energieniveamittieren die Elektronen ein
spezifisches, im Verhaltnis zur Anregungswellen&mgergiearmeres, langerwelliges Licht
(STOKES, 1880-1905).
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Das Prinzip der indirekten Immunfluoreszenzfarbiweguht auf der Permeabilisierung der
Zellmembran, nachfolgender Bindung eines Primdéantiers an das gewinschte Antigen
und Bindung eines mit einem Fluorochrom markiert8ekundarantikorpers an den
Primarantikdrper. Hingegen ist bei der direkten wmftuoreszenz der Primarantikorper
direkt fluoreszenzmarkiert. Die indirekte Fluoraszi@rbung ist zum einen flexibler, da ein
Sekundarantikérper mit verschiedenen Primaranti@rpverwendet werden kann, zudem
ergibt sich durch die mogliche Bindung des Sekumadtiktrpers an mehrere Epitope eines

einzelnen Primarantikdrpers eine Signalverstarkung.

Fluoreszenzfarbstoff Exitationsmaximum Emissionsmaixnum
Alexa Fluof® 488 A =495 nm A =519 nm

Alexa Fluof® 568 A =578 nm A =603 nm

DAPI A =358 nm A =461 nm
(4',6-diamidino-2- phenylindole)

Tab. 6 -Ubersicht Fluoreszenzfarbstoffe — (PANCHUK-VOLOSHIN&.e1999)

3.7.2Indirekte Immunfluoreszenzfarbung

Die indirekte Immunfluoreszenzfarbung wurde nachlgdadem Protokoll durchgefiihrt:
Nach Ablauf der Reparaturzeit wurden die auf Dedégghen gewachsenen Fibroblasten durch
Uberfiihren in -20 °C kaltes Methanol fur 30 minidit. Die Permeabilisierung der Zellen
erfolgte durch Eintauchen mittels einer Farbebamkifmin in ebenfalls auf -20 °C gekuhltes
Aceton. Anschliel3end wurde zweimal fur je 10 minPBS/1 %NSgoat (PBS plus Ziegen-
Normalserum) auf einem Wipptisch gewaschen undriindestens 30 min bei RT oder tber
mehrere Stunden bei 4 °C mit PBS/NSgoat gebloakt,unspezifische Bindungsstellen zu
besetzen.

Es erfolgte hiernach die Uberfilhrung der Deckgléschin zuvor praparierte
Feuchtkammern:

Hierzu wurde in Petrischalen zunachst eine Sclinbefeuchtete Handfalttiicher und dartiber
Parafiint gelegt, wobei auf eine moglichst exakt plane Q&ene zu achten war.
Die Deckglaschen konnten nun mit dem gewulnschtem&pantikorper inkubiert werden,
wobei pro Deckglaschen 40 der Antikorperlésung gleichmalig tber die Flaclesteilt

wurden.
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Verdinnung /

Epitop Name/Herkunft/Bezugsquelle Inkubationszeit

yH2AX (Serin 139) Anti-phospho-Histone H2A.XEinzelfarbung:
(Ser139), clone JBW301,1:800 (in PBS/NSgoat)
mouse monoclonal IgG /| (U. N. bei 4 °C)
Upstate/Millipore,  Billerica, 1:200 (in PBS/NSgoat),

MA USA) (1 h bei RT)
Doppelfarbung:
1:1000 (in PBS/NSgoat)
(U. N. bei 4 °C)
53BP1 53BP1 IHC-00001 Ab, rabbi€inzel-/Doppelfarbung:
polyclonal, Bethyl Lab.Inc., 1:800 (in PBS/NSgoat)
Monthomery, TX USA (U. N. bei 4 °C)

Tab. 7 —Primarantikdrper Immunfluoreszenz

Der yH2AX-Antikérper (Anti-phospho-Histone H2A. X (Ser13%lone JBW301, mouse
monoclonal) wurde in einem Verhdaltnis von 1:800 nMBS/NSgoat verdinnt. Far
Doppelfarbungen erfolgte eine Verdiunnung im Verh&ld:1000, ebenso 1:1000 wurde der
53BP1-Antikorper (Anti-53BP1 IHC-00001, rabbit-polgnal) verdiinnt.

Die Inkubation erfolgte in der Feuchtkammer beCAF. N., wobei bei Testfarbungen auch
eine schnellere Inkubation bei RT, jedoch hoéheratik®rper-Konzentration (Verdinnung
1:200) moglich war.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden, wenn eréolidh, die Proben zunachst fir einige
Minuten auf RT gebracht, und wiederum viermal fér 0 min. in 6-Loch-Platten mit
PBS/NSgoat gewaschen, um nicht gebundene Antik@rpentfernen.

Erneut erfolgte die Uberfiihrung der Deckglaschenuwvor praparierte Feuchtkammern und
die Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten Selkwadtikorper fur 1 h bei RT im
Dunklen. Sofern nicht anders angegeben wurden te@AFluof 488 goat anti-mouse 1gG,
sowie ggf. der Alex FluSt 568 — goat anti-rabbit in einer Verdiinnung vonO®:5n
PBS/NSgoat verwendet.

Verdinnung /

Epitop Name/Herkunft/Bezugsquelle Inkubationszeit

Mouse IgG Alexa Fludt 488 goat anti- 1:500 (in PBS/NSgoat),
mouse IgG (H+L) #A11001/1 h bei RT

Invitrogen (Molecular Probes
Karlsruhe

Rabbit IgG Alexa Fludt 568 goat anti- 1:500 (in PBS/NSgoat),
rabbit 1gG (H+L) #A11011/ 1 h bei RT

Invitrogen (Molecular Probes
Karlsruhe

Tab. 8 —Sekundarantikdrper Immunfluoreszenz
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Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde viermal férJ0 min bei RT mit PBS gewaschen
und die Deckgldaschen wurden nach kurzem AbtropignFiterpapier mit dem Zelllayer
nach unten in einem Tropfen (B Mountingmedium auf einem préparierten Objekténag
eingebettet. Als Mountingmedium wurde DAPI-haltigdsuntingmedium (DNA/Zellkern-
Farbung) der Firma VectaShield (H1200) in einem hééinis von 1:6 mit dem nicht-
aushartenden Mountingmedium (H1000) von Vectashietdiinnt.

Nach mehrstiindigem Trocknen wurden die Deckglasérhandelstiblichem Nagellack
versiegelt. Die Lagerung der Proben erfolgte in kimht schitzenden Sammelmappen bei
4 °C im Kiuhlschrank.

3.8 Optisches System

Zur Auswertung der Fluoreszenzfarbungen wurde einkoMN Eclipse E600

Fluoreszenzmikroskop verwendet. Dieses war wie todgtiickt:

Okular: L-W 10x / 22

Objektive:

4x Plan 4x/0.100/- WD 30

10x Plan Apo 10x / 0.45 DIC k/0.17 WD 4.0

20x Plan Apo 20x / 0.75 DIC M0/0.17 WD 1.0

60x Plan Apo 60x / 1.40 Oil DIC Ko/ 0.17 WD
0.21

100x Plan Apo 100x / 1.40 Oil DIC Ho / 0.17
WD 0.13

Filter:

Bezeichnung Ex L nm) DM (A nm) BA (A nm)

DAPI 340 - 380 400 435 — 485

FITC 465 — 495 505 515 - 555

TxRed 540 - 580 595 600 - 660

EX: Excitation, DM: Dichromatic Mirror, BA: barridilter emission

Aufnahmen in Graustufen wurden mittels einer Nik®@8& 2MBWc Kamera durchgefihrt

und den einzelnen Kanélen wurde ggf. digital eingbE zugewiesen. Fur direkte
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Farbaufnahmen stand eine Nikon DS Fil Kamera zurfigang. Zur priméaren
Kamerasteuerung und Bildbearbeitung wurde die Nikéis Elements BR Software

verwendet.

3.9yH2AX-Focusanalyse — Auswertung

Die Auswertung deyH2AX-Focusanalyse, ebenso wie die Zahlung von 53B&d, wurde
an einem Nikon E600- Fluoreszenzmikroskop durchgefiHierzu wurden je Datenpunkt
mindestens 50 Zellkerne ausgezahlt und die Anzalflcai pro Zellkern manuell notiert. Die
Zahlung erfolgte direkt am Mikroskop, es wurderodtsine zuvor gespeicherten Aufnahmen
ausgewertet. Des Weiteren waren alle Datenpunktigindet, so dass der Auswerter keine

Zuordnung zu behandelten- respektive scheinbeht@mdetoben machen konnte.

3.9.1Statistik

Die statistische Auswertung der Unterschiede derahh der Foci fur Behandlung vs.
Scheinbehandlung pro  definiertem  Reparaturzeitpunldrfolgte  mittels  des
nichtparametrischen Mann-Whitney-U-Tests. Um die n&tggkeit der statistischen
Auswertung zu erhdhen, erfolgte zum einen die Autwg basierend auf den aus drei
Einzelexperimenten stammenden zusammengefassterldaten. Ebenso wurden jedoch
auch alle Einzelexperimente fur sich ausgewertéd. séatistisch signifikant wurden nur die
Datenpunkte betrachtet, die in allen Einzelexpeniew, ebenso wie in der Auswertung der

zusammengefassten Ergebnisse, eine statischeilsagaziergaben.

Das Signifikanzniveau wurde gemafld der Anwendung Mesn-Whitney-U-Tests als

zweiseitiger Test auf § 0,05 festgelegt.

Zur statistischen Auswertung wurde die Software SSPStatistics” in der 15. Version
verwendet (SPSS Inc., Chicago, USA). Die Berechndeg Daten, excl. der statistischen
Auswertung, erfolgte mit Microsoft Excel 2003. Diagyme wurden mittels OriginPro 8
erstellt (OriginLab Corporation, MA USA). Zur Ausweng der FACS-Analysen wurde das
Programm WinMDI in der Version 2.9 verwendet.
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3.9.2Foci-Grélenbestimmung

Zur Bestimmung der Foci-Grol3en wurden einzelnek2etle des Reparaturpunktes 2,5 h
mit der Kamera Nikon DS 2MBWc des Nikon Eclipse B66luoreszenzmikroskops
aufgenommen, welches zuvor exakt kalibriert worde. Die anschlieBende Analyse der
Flache der einzelnen Foci erfolgte im Programm EI&nents BR mit der 4-Punkt-Ellipsen
Funktion. Ausgewertet wurden zwischen 74 und 11d feoSubstanz (MS275 oder VA bzw.
Kontrollen) und Farbungyd2AX oder 53BP1).

3.10Analyse des Acetylierungsstatus

3.10.1Histonisolierung (Saureextraktionsmethode)

Fur den Nachweis des Acetylierungsstatus mittelsté/a-blot ist zunachst die Isolierung
der Histone erforderlich gewesen. Die Aufreiniguegiolgte mittels S&ureextraktion,
basierend auf einer modifizierten Methode nachela($ANSENet al, 2004).

Hierzu wurden die Fibroblasten nach Entfernen desliivms zunéchst in der Kulturflasche
zweimal mit PBS gewaschen, das Detachment per igI3TA durchgefuhrt (vgl.
Passagierung) und die Trypsin/EDTA/Medium-Zellsusgien in ein 15 mil-Falcon tberfuhrt.
Nach Zentrifugation (300 g, 10 min, RT) wurde ddvelstand entfernt und das Zellpellet in
1 ml PBS resuspendiert und in ein 2 ml EppendodkRensgefald tberfihrt und erneut
zentrifugiert (5000 rpm, 5 min, RT). Alle weiter&chritte erfolgten auf Eis. Unmittelbar vor
der Zugabe wurde dem Lysepuffer A 0,5 mM DTT undMLRMSF zugesetzt. Fir die Lyse
von 1x16 Zellen wurden 100 pl des Lysepuffer A (mit DDT MS8F) benétigt. Alle
folgenden Volumenangaben beziehen sich auf dieBealié Da pro Testsubstanz eine T75
Kulturflasche mit konfluentem Fibroblastenmonolayentersucht wurde, mussten die
Volumina entsprechend der hoheren Zellzahl angepessien (ca. 210 Zellen/Ansatz).
Zur Optimierung der Lyserate wurden die Zellenrfiin. 15 min. bei -80 °C tiefgefroren und
unter mehrmaligem kréaftigen Vortexen aufgetaut. eEinveitere Verbesserung der
Lyseeffizienz konnte durch mehrmaliges kurzes Hiciten in flussigen Stickstoff und
Auftauen unter kraftigem Vortexen erreicht werdBrem Lysat wurden tropfenweise unter
vorsichtigem Vortexen 50 ul einer 2 M Schwefelsamogegeben und anschlieRend wurde
das Lysat fur 1 h auf Eis inkubiert. Kraftiges \n alle 10 min erhthte die Lyseeffizienz

weiter. Zentrifugation (10 min, 13000 rpm, 4 °C}jihfte zur Abtrennung unerwunschter
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Zellfragmente (Pellet). Der Uberstand wurde in 2Epbendorf-ReaktionsgefalRe tberfihrt.
Die Prazipitation der Histone erfolgte durch Zugates dreifachen Volumens 20 %iger
Trichloressigsaure und anschlieBend erneuter Irilarbdtr 1 h auf Eis mit kraftigem
Vortexen alle 10 min.

Durch Zentrifugation (10 min, 13000 rpm, 4 °C) wainddie gefallten Histone/Proteine in
einem Pellet konzentriert, welches einmal mit nmgesauertem Aceton (0,1 % HCL) und
einmal mit reinem Aceton gewaschen wurde (10 m&®0D rpm, 4 °C). Nach Entfernen des
Uberstandes und kurzem Lufttrocknen wurde das tPatischlieRend in 25 pl ddH20 gelost.
An dieser Stelle konnte die Probe bei -20 °C tisfgen werden.

Um in der Gelelektrophorese mdglichst gleiche RnétEnzentrationen aufzutragen muss
zunachst die Proteinkonzentration bestimmt wertigerzu wurden 2 pl der Proteinlésung zu
198 ul NaOH gegeben und die Absorption bei 230 nm am Photometer (Quarzklvette)
gemessen. Unter Beachtung der Verdinnung ergalvasieinfacht (CHUNGet al, 1978):

149 4 (Absorptiom ., 100)

1 4,2

3.10.2SDS-PAGE

Zur spezifischen Analyse der Histone war zunachetAlftrennung der Proteine nach
ihrem Molekulargewicht (MG) mittels Sodiumdodecyfatt (SDS)-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE) notig. Das negativadpie SDS maskiert die
Eigenladungen der Proteine, so dass die SDS-P+Ktaimplexe im elektrischen Feld zum
Pluspol wandern und in der Polyacrylamidmatrix ndcbm MG aufgetrennt werden. Um die
Proteine zunéchst aufzukonzentrieren wird das #digka Trenngel (10-15 % Polyacrylamid,
Tris-Glycin-Puffer pH 8,8) nach Auspolymerisation itmeinem Sammelgel (4 %
Polyacrylamid, Tris-Glycin-Puffer pH 6,8) Ubersdhiet (modifizierte Methode n.
(LAEMMLLI, 1970)). Die 0.75mm dunnen Gele, deren ge@ Zusammensetzung der Tab. 9
zu entnehmen ist, wurden in einem Mini ProtearVBttikal Elektrophorese System, Biorad,
verwendet.

Um mdglichst gleiche Proteinmengen aufzutragenlgtdozunachst eine Normierung auf
die gewunschte Auftragsmenge (10/15/20ug), die Began SDS-Puffer (xl einer 2x oder
5x SDS-Puffer-Stock-L6osung um eine 1x SDS-PuffeniKkam Endvolumen zu erhalten) und

die Angleichung der Volumina auf ein gewinschtes saB@volumen von 15-



Material und Methodik Seite 50

25 pl/Probenansatz mittels dH2O. Die Proben wurdtann zwecks Vermischung
zentrifugiert (5s, 5000 rpm) und die Proteine fimi®. bei 90 °C denaturiert, sowie erneut
zentrifugiert (10s, 10000 rpm).
Als GrofRenstandard wurden 3,5 pl des PageRulestgned) von Fermentas verwendet.
Die Beladung der Geltaschen erfolgte mittels Ham#Pipette; der Gellauf zunachst mit
100 V fir ca. 10 bis 15 min, bis eine sichtbarekduizentration erfolgt war und die Trennung

der Banden im Trenngel erfolgte, welche fir ca.deheiner Spannung von 160 V fortgefuhrt

wurde.
Trenngele Sammelgele
10 % 12 % 15 %

30 %-Acrylamid 250ml  3,00ml 3,75 ml{ 30 %-Acrylamid 0,4 ml
1,5 M Tris-HCI/SDS 1,90ml  1,90ml 1,90 ml{0,5 M Tris-HCI/SDS pH 0,6 ml
pH 8,8 6,8

dH,O 3,00ml 2,50ml 2,00 mljdH,O 1,5 ml
TEMED 10l 10l 10pl | TEMED 5l
10 %-APS 50 ul 50 ul 50l | 10 %-APS 25l

Tab. 9 —Zusammensetzung der Trenn- u. Sammelgele fur BeGaielektrophorese.

3.10.3Western-blot (Immunoblot)

Um die aufgetrennten Proteine weitergehenden Aealysterziehen zu kénnen, z.B. der
Detektion mittels spezifischer Antikérper, musstdisse zundchst vom Gel auf eine sog.
Nitrocellulose-Membran transferiert werden.

Dieser als Western-blot bekannte Transfer erfolgte Wet-blot in der entsprechenden
Kammer von PeglLab auf Eis. Hierzu wurde die Nithob@semembran zunachst fir
mindestens 10 min zusammen mit 4 Lagen Whatmaerpdpier in 1x Transfer-Puffer
aquilibriert. Ebenso wurde das zuvor vorsichtig \den Glasplatten der Gelelektrophorese
geldste Gel kurze Zeit in 1x Transferpuffer gelégif die schwarze Seite der sog. Sandwich-
Blothalterung wurde nun zunéachst ein Fiberpad, Wfaravei Lagen Whatman-Filterpapier
und hierauf das Gel luftblasenfrei aufgelegt. Aak dsel wurde nun die feuchte Membran
ebenfalls so aufgebracht, dass sich keine Lufthlasehr zwischen Membran und Gel
befanden. Zwei weitere Lagen Filterpapier, sowie Eiberpad und die weil3e Seite der
Kunststoffkammer schlossen das System. Dieses wuuhe mit der schwarzen Seite in
Richtung Kathode in die mit 1x Transferpuffer gé#ilBlotting-Kammer eingesetzt. Nach
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Anlegung einer konstanten Spannung von 100 V ftirekfolgte der Transfer der negativ
geladenen Proteine auf die Membran (in Richtunghsterde).

Hiernach wurde die Membran fir ca. 1 min in d@on Transferpufferresten gewaschen
und eine Ponceau-Farbung durchgefuhrt. Nach emmekiiezen Waschen in dH20 wurde die
Membran in 5 ml Blocking-Solution (5 % Milchpulver TBST) Gberfuhrt und 4. N. bei 4 °C
zur Absattigung unspezifischer Bindungsstellen gekil

3.10.4Ponceau-Farbung

Um die Gesamtproteinverteilung auf der Membrantbathzu machen, wurde die Membran
fur 5 bis 10 min bei RT in Ponceau-S-Losung (0,5 Ponceau S, 3% viv
Trichloressigsaure, 3 % v/v Sulfosalicylsaure) datfd Die Ponceaurot-Féarbung ist eine
reversible Farbung, zudem werden die Proteine ddieelenthaltene Trichloressigséaure fixiert
(REHM, 2006).

3.10.5Proteindetektion mittels Immunfarbung

Analog zur im Kapitel beschriebenen indirekten Inmftworeszenzmethode wurde auch fur

die Detektion der transferierten Proteine im Imnhlob ein indirektes Nachweisverfahren

gewahlt.
. Verdinnung /

Epitop Name/Herkunft/Bezugsquelle Inkubationszeit

Ac H4 gesamt Anti-acetyl Histone H4 ,rabbit1:2000 in TBST, 4 °C U. N.
polyclonal IgG / #06-598 /
Upstate/Millipore, Billerica,
MA USA

Actin (20-33) Anti-actin (20-33), rabbit IgG /1:5000 in TBST, 4 °C 0. N.
#A 5060 / Sigma-Aldrich,
Minchen

Rabbit IgG Anti-rabbit 1IgG, HRP- 1:5000 in TBST, 1 h RT
gekoppelt / Dianova, Hamburg

Tab. 10 —Primar u. Sekundarantikérper Immunoblot.

Hierzu wurde zunéchst die geblockte Membran dreifiial 10 min in TBST-Puffer
gewaschen. Sofern der Nachweis verschiedener Reoteiunterschiedlichen
Molekulargewichts gleichzeitig erwinscht war (zAktin zur Mengenkontrolle, sowie der
Histone), wurde die Membran zunachst durchtrenmt anschlieRend mit dem jeweiligen
Primarantikdrper 0. N. unter standiger Rotation HeiC inkubiert. Nach Ablauf der
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Inkubationszeit wurde die Membran fir einmal 5 mind zweimal 10 min in TBST
gewaschen, um nichtgebundene Antikérper zu entfiefdan erfolgte die Inkubation mit dem
entsprechend spezies-spezifischen Sekundarantikdr@eerrettichperoxidase (engl.
horseradishperoxidase HRP) gekoppelt) fir 1 h uRtation bei RT. Hiernach wurde die
Membran einmal fir 5 min und dreimal fir 10 min geehen, wobei lAngeres Waschen den
evtl. unspezifischen Hintergrund weiter reduzigtennte.

Die Banden konnten nun mittels der sog. ECL (enbédrmhemoluminescence)-Methode
detektiert und dokumentiert werden: Bei der dunehRkroxidase katalysierten Oxidation von
Luminol im Beisein von Wasserstoffperoxid entstehelRhotonen, die einen
Autoradiographiefilm belichten kénnen.

Hierzu wurden zunéchst je 1 ml ECL | und ECL Il 6dung gemischt und in der
Dunkelkammer auf die Membran gegeben. Nach einarbationszeit von ca. 1 min wurde
der Autoradiographiefilm in einer Rontgenkassetté die durch eine transparente Folie
getrennte Membran gelegt. Unmittelbar nach Ablaarf gewiinschten Expositionszeit wurde
der Film in das Entwicklerbad gelegt, bis zum gesalmen Schwarzungsgrad geschwenkt
und im Wasserbad gewaschen, danach fixiert unduempewaschen, sowie anschlie3end

luftgetrocknet.

3.11Colony Assay

Hierzu wurde zunéchst ein eigenes Design fur dasefixent entworfen: Zum einen
besitzen HDAC-Inhibitoren einen unkalkulierbaren nfitiss auf Proliferation und
Zellmetabolismus, zum anderen aber war eine mdjlidnge kontinuierliche Inkubation
wéahrend der Reparaturphase erwiinscht, um sich inlevivo gegebenen Bedingungen
anzundhern. Wie in Abb. 5 dargestellt wurden HSElleri 12 h vor Bestrahlung mit der

jeweiligen Testsubstanz bzw. dem Lésungsmittel fda.
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t,-12 h t, ¥ t,+ 48 h \
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2000 Zellen Ansatz |
Ansatzll
1000 Zellen Ansatzlll

> 2G
y 1 3000 Zellen
5 HDAC-Inhibitoren| | ], 7| $000zellen > x 3 EXp.
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J

Abb. 5 - Schematische Darstellung des Koloniebildungst&stsinkubation beginnt 12 h vor der Bestrahlung
(to, hier durch einen Blitz symbolisiert). Nach weitedéhh Inkubation erfolgte das sog. ,delayed platin@ie
Anzahl der ausplattierten Zellen ist exemplarisctgdatellt.

Die Bestrahlung erfolgte mit 2, 4, 6 und 8 Gy, Hlsntrolle dienten unbestrahlte Zellen
(0 Gy). Nach Bestrahlung wurden die Zellen weiteiteun Kulturbedingungen und dem
Einfluss von HDAC-Inhibitoren inkubiert und erst am 48 h (,delayed plating®) in
substanzfreies, frisches, 37 °C warmes Medium ubetrf Hierzu wurden sie zweimal mit
vorgewarmten PBS gewaschen und anschlielend ,jgpsi Nach manueller Z&hlung der
Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer wurden zweselgiedene Konzentrationen an Zellen
pro Dosis und Substanz in einem Dreifach-AnsatPétrischalen mit dem Kulturmedium
Uberfuhrt. Die Fibroblasten wurden anschlieBend2flirTage inkubiert. Danach wurde das
Kulturmedium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewasal@ anschlieend mit 1 % Kristall-
Violett (gelost in: 95% dH20 + 5% Methanol zur xierung) gefarbt. Die
Uberlebensfraktionen wurden nach den in (HAEL al, 2006) beschriebenen Formeln

berechnet:
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Plating Efficiency (PE).

_ number_of _colonies_countedx
number_of _cells_seeded

PE 100

Survival Fraction (SF):

SE= number_of _colonies counted
number_of _cells_seeded (PE/100

Der Anteil der Uberlebenden Zellen wurde also aemh dinteil der Zellen, die in den
unbestrahlten Kontrollen in der Lage waren, Kolongi bilden, normiert. Es wurden drei
unabhéngige Experimente durchgefihrt und der Mg sowie der Standardfehler

berechnet.

Um die Vergleichbarkeit mit anderen Studien zu Bem) wurde zuséatzlich der sog. Dose-
Enhancement-Factor (DEF) berechnet. Er beschreids &erhaltnis zwischen der
Strahlungsdosis in Beisein oder Fehlen einer Tbhstanz um eine Uberlebensfraktion von
10 % zu erreichen ({9). Er kann auch wie folgt berechnet werden (HAgtlal, 2006):

Fir Dy = Dosis die fiir eine Uberlebensfraktion von 37 éadtigt wird gilt:

D10=2,3xDQ
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4 Ergebnisse

4.1 Zellzykluskontrolle

M1, M2 M3 M4

1023

SSC-A

Zellen
1

1023
FSC-H

DNA-Gehalt ———

Abb. 6 - PI-Farbung. Histogramm: Verteilung des DNA-Gehalll = sub G1, M2 = G0/G1, M3 = S, M4 =
G2/M. Dotplot: Eine homogene Grofzen- und Granuligswerteilung der Zellen im FSC/SSC-Dotplot deutet
auf eine gute Zellintegritat nach der Farbung hin.

Um sicherzustellen, dass sich ein ausreichend grdBeeil konfluent gewachsener
Fibroblasten in der fur die Versuche benétigten@0Zellzyklusphase befindet, wurde auf
die Zellzyklusphasen-Bestimmung mittels Propidiwoditl-Farbung zurtickgegriffen (Abb.
6). Fur die Messungen wurden HSF1 - Fibroblasteresimittieren Alters (Passage 18)
verwendet.

In der FACS-Messung ergab sich ein Anteil von 92dldenden Zellen. Der Anteil von
Zellen in der sub G1 — Klasse (apoptotisch) korat$e8 % bestimmt werden. Apoptotische
Zellen wurden in den folgenden ImmunzytochemiscH&irbungen jedoch nicht mit
ausgewertet, da sie durch den Zerfall der DNA aineattrlich hohe Anzahl an DNA-
Doppelstrangbrichen aufwiesen. Die auf die Pomrdgbender Zellen bezogene Verteilung
der Zellzyklusphasen ergab 91 % Zellen in GO/G% #h S und 5 % in der G2/M Phase.
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4.2 DNA-Doppelstrangbruchreparatur nach 5-Azacytidine-
Behandlung

4.2.1Experimente mit kurzer Inkubationszeit

Aus Mikrokerntest-Untersuchungen ist ein negativEinfluss hypomethylierender
Substanzen auf die Chromosomenstabilitat seit kéngeoekannt (GUTTENBACHet al,
1994; FAUTHet al, 1998). In einem ersten Schritt dieser Arbeitteallaher mit der deutlich
sensitiveren yH2AX-Focusanalyse der Einfluss der hypomethylieesnd Substanz
5-Azacytidine (Vidaz&) auf die DSB-Reparatur in humanen Normalgewebszelhtersucht
werden.

Hierzu wurde zunachst der Einfluss relativ hoher nkentrationen bei kurzer
Inkubationszeit auf humane Fibroblasten untersu¢tierzu wurden kontaktinhibierte,
konfluente HSF1-Zellen 16 h vor Bestrahlung mit Badytidine inkubiert. Die Bestrahlung
erfolgte mit 1 Gy. Die Ergebnisse der anschlieRdaodchgefihrtenyH2AX-Focusanalyse
stellen sich wie folgt dar (Abb. 7):

5-Azacytidine
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Abb. 7 —yH2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit 5-Azacytidiirel6 h. Die Bestrahlung erfolgte mit 1 Gy.
Dargestellt sind die Mittelwerte nach Abzug der gdigen unbestrahlten (0 Gy) Kontrolle, die gesamde
aufgefiihrt ist. Fehlerbalken entspricht Standardéeht Erklarung im Text
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In der unbestrahlten Kontrolle ist nach Behandlamg 200uM 5-Azacytidine (5-Aza-C)
ein im Vergleich zu @M und 20uM hohes Niveau an vorhandengid2AX-Foci / Zelle mit
einer relativ hohen interexperimentellen Schwankbngite (3.4 £ 1.76). Nach Behandlung
mit 200uM 5-Aza-C kann nach 5 h und 8 h eine erhdhte RatdH2AX-Foci nachgewiesen
werden. Die scheinbar fehlenden Werte (vgl. Abl¥) hach Behandlung mit 20eM 5-Aza-

C fur die Reparaturzeitpunkte 24 h und 48 h ergesieh durch den Abzug der hohen
Kontrolle, da negative Werte biologisch unplausibgren. Fiur 2QM 5-Aza-C kann
lediglich fir den 5 h Wert eine Erh6hung gegeniderunbehandelten Kontrolle festgestellt
werden.

Zusammenfassend muss aufgrund der inkongruentete\(Z&5 und 5 h im Vergleich zu 24
und 48 h) angenommen werden, dass eine BehandliirgtAzacytidine nach einer kurzen
Inkubationszeit von 16 h auch in hohen Dosen keodsr nur einen geringen Effekt auf die
DSB-Reparatur in humanen Normalgewebszellen zeigt.

4.2.2 Experimente mit langer Inkubationszeit

In einem weiteren Schritt der Arbeit sollten nurr d@nfluss geringerer 5-Azacytidine-
Konzentrationen bei langerer Inkubationszeit aué dd)SB-Reparatur in Fibroblasten
untersucht werden.

Das Ribonukleosidanalogon 5-Azacytidin muss zurtiéhsdas Desoxyribonukleosid
5-Aza-2’-Deoxycytidine umgewandelt werden, ehe esDNA eingebaut werden kann.
Hieraus und aus der Notwendigkeit des ,Einbaus“DONA ergibt sich fur langsam
proliferierende Zelllinien eine entsprechend lahgaibationszeit (Durchlaufen der S-Phase).
Zudem ist 5-Azacytidine unter Zellkulturbedingungeicht lange stabil (NOTAREt al,
1975). Um diesen Gegebenheiten Rechnung zu tragedge fir die Experimente folgendes
Behandlungsschema erstellt (Abb. 8):

do d0+ 1 d0+ 3 do+ 4
@ >
| \ ”
Aussaat 1.Gabe 2.Gabe IR
5-Aza-C 5-Aza-C

Abb. 8 - Behandlungsschemayd 1. Tag, ¢+ 4 = Bestrahlung mit 0,5 Gy
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Desweiteren wurde die Bestrahlungsenergie von 10a8biGy gesenkt, um optimalere

Auszahlungsbedingungen zu erhalten.

Die Auswertung deyH2AX-Focusanalyse ergibt folgende Resultate (Ahb. 9

5-Azacytidine
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Abb. 9 —yH2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit 5-Azacytidiiie 72 h. Die Bestrahlung erfolgte mit
0,5 Gy. Dargestellt sind die Mittelwerte nach Abzder jeweiligen unbestrahlten (0 Gy) Kontrolle, die
gesondert aufgefihrt ist. Fehlerbalken entspricah8ardfehler.

Trotz deutlich langerer Inkubationszeit kann in debestrahlten Kontrolle keine Zunahme
des basalen Schéadigungsniveaus beobachtet werdensd kann keine erhdhte Anzahl an
yH2AX-Foci zum Induktionszeitpunkt (hier 0,5 h po®) nachgewiesen werden. Eine
geringgradig erhohte Rate aH2AX-Foci kann nach 2,5 h Reparaturzeit beobacheztien,
wahrend nach 5 h die Anzahl al2AX-Foci konzentrationsunabhéngig deutlich erhisht
(vgl. Abb. 9). Dieser Effekt zeigt sich jedoch rtictach 8 und 24 h Reparatur.

Die erhOohte Rate apH2AX-Foci nach 2,5 und insbesondere 5 h nach Balsing bei
fehlender Persistenz in der Analyse der 8 und Réaraturpunkte lasst die Schlussfolgerung

einer Hemmung der DSB-Reparatur durch 5-Azacytidioht sicher zu.
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4.3 Histondeacetylase-Inhibitoren

Neben den vorgestellten Experimenten mit DNA-DNMihibitoren bildeten
Untersuchungen mit HDAC-Inhibitoren den thematiscBehwerpunkt dieser Arbeit.

Die eingangs beschriebene enge Verknipfung epigehanodulierender Faktoren mit der
DNA-Reparatur lie3 einen Einfluss von HDAC-Inhib#o auf die DSB-Reparatur vermuten.
Es galt demnach zunachst zu zeigen, inwieweit HDA@bitoren einen Einfluss auf die
Induktion und Reparatur von DSB in humanen Normakeszellen ausiben. In einer
spateren Phase der Arbeit sollte dann Uberpriftieverob die eventuelle Einschréankung der

DSB-Reparatur unmittelbare biologische Konsequers&e.

4.3.1Histon-Acetylierungsanalysen

Um festzustellen, ob eine 12-stiindige Inkubationsaesreichend ist, um eine Histone-
Hyperacetylierung zu induzieren, wurde der Acetvigsgrad von H4 bestimmt. Wie Abb.
10 zeigt, ist das Histon H4 in unbehandelten Filasten nur gering acetyliert. Obwohl die
Substanzen SAHA und MS275 in DMSO gel6st wurden,dis bekannt ist, dass es eine
schwache hyperacetylierende Wirkung zeigt, koneia& Zunahme des Acetylierungsgrades
nach Behandlung mit DMSO festgestellt werden. Dia&ubation mit SAHA (1QM),
MS275 (8uM), VA (2 mM) oder NaB (5 mM) zeigte jedoch eineutlehe Zunahme des
Acetylierungsniveaus von H4. Die starkste Zunahmede bei MS275 beobachtet, hingegen
zeigte VA nach 12 h Inkubation eine im Vergleichd®en anderen Substanzen nur mafige

Zunahme des Acetylierungsniveaus.

O m
2 I §
()] )] =

VA
NaB

B-Actin

AcH4

Abb. 10 —Acetylierungsstatus des Histon H4 nach Behandlundhvomanen Fibroblasten mit Kulturmedium
(£), DMSO, SAHA, MS275, VA oder N#BActin diente als Mengenkontrolle.
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Um mdglichst mit Konzentrationen zu arbeiten, didt randeren Arbeiten
vergleichbar sind, wurde TSA in der Konzentratioronv 0,1uM getestet
(FLATMARK et al, 2006). Bei der Histon-Acetylierungsanalyse zegjth erst nach
vergleichsweise langer Entwicklungszeit ein schweacBignal, wéhrend SAHA in
ebenso literaturliblicher Konzentration (@) im Vergleich ein deutlich starkeres
Signal lieferte (SONNEMANNMet al, 2006).

DMSO
SAHA
TSA

B-Actin 1 e

AcH4 E___=

Abb. 11 —Acetylierungsstatus des Histon H4 nach Behandlund 8#. Zum Vergleich: das Lésungsmittel
DMSO, sowie die chemisch ahnliche Substanz SA#A&tin diente der Mengenkontrolle.

Die Ergebnisse der Histon-Hyperacetylierungsanadysgglichen zudem die Uberpriifung,
ob ggf. beobachtete Einflisse auf die DSB-Reparatatsdchlich von dem
Histonacetylierungsgrad abhangig sind.
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4.3.2Suberoylanilidhydroxamsaure (SAHA)

Konfluent gewachsene, kontaktinhibierte HSZ&llen wurden fiir 12 h mit 10M SAHA
inkubiert und anschlieBend mit 0,5 Gy bestrahlts Adontrolle dienten nur mit dem
Losungsmittel DMSO, ansonsten jedoch identisch hedlée Zellen, hier alsmock
bezeichnet. Zudem wurde die Rate an basal vorhandB%B in nicht bestrahlten Zellen
anhand der Rate ayH2AX-Foci / Zelle bestimmt. Aller Versuche wurdenerblindet"
ausgewertet, so dass zum Zeitpunkt der Auszahlokizauwar, ob es sich um eine Substanz-

oder scheinbehandelte Probe handelte.
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Abb. 12 - yH2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit SAHA fiir 1Dke Bestrahlung erfolgte mit 0,5 Gy.
Dargestellt sind die Mittelwerte nach Abzug der gdigen unbestrahlten (0 Gy) Kontrolle, die gesamde
aufgefiihrt ist. Fehlerbalken entspricht StandardéehDie Standardfehler der Kontrolle sind als Feblaiken
nicht darstellbar, da sie unter der Aufldsungsgreliegen.

Eine Behandlung allein mit SAHA fuhrt nicht zu eirsggnifikanten Induktion von DSB in
humanen Fibroblasten, jedoch lag das basale Sclvighgiveau geringfugig hoher (SAHA
0,27 £ 0,02 vs. mock 0,18 + 0,H2AX-Foci / Zelle). Unmittelbar nach Bestrahlung tmi
0,5 Gy ist die DSB-Induktionsrate in mit SAHA beleften Zellen im Vergleich zu
scheinbehandelten Zellen fast identisch (SAHA 200328 vs. mock 19,8 + 0,68H2AX-
Foci/ Zelle). Fur alle Reparaturpunkte kann jedogbgenuber der scheinbehandelten
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Kontrolle eine erhohte Rate ai2AX-Foci beobachtet werden. Auch nach 24 h iseuont
SAHA-Behandlung ein Rickgang deH2AX-Foci / Zelle auf das Kontrollniveau nicht
nachweisbar (vgl. Abb. 12). Hingegen ist in denesithehandelten Zellen eine Reparatur auf
annahrend das Hintergrundniveau beobachtbar (#pogk,28 £ 0,06 vs. MO@Knirolie
0,18 £ 0,01 Foci / Zelle).

Ferner ergab die statistische Auswertung der Uchérde in der Anzahl der ermittelten
YH2AX-Foci / Zelle mittels Mann-Whitney-U-Test (vgb. 47) fur die Reparaturpunkte 5, 8
und 24 h eine deutliche Signifikanz auf dem Nivpau0,001.
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Abb. 13 —Statistischer Vergleich der Anzahl dé12AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit SAHA fur 12 h
Die Bestrahlung erfolgte mit 0,5 Gy. Der schraffiertAnteil der S&ulen entspricht dem jeweiligen
Hintergrundlevel der unbestrahlten Kontrolle. Dimtsstische Auswertung basiert auf dem Mann-Whitdey
Test. Das jeweils ermittelte Signifkanzniveau lstpa< angegeben. Fehlerbalken entspricht Standardfehler.

Zusammenfassend lasst sich fir den HDAC-InhibitAHS& daher ein deutlicher Einfluss
auf die DSB-Reparaturfahigkeit annehmen. Insbesende statistische Signifikanz, sowie
die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse unterstreiatiese Annahme. Hingegen lassen die
Daten nicht vermuten, dass SAHA in der untersucl{emzentration auch einen DSB

induzierenden Effekt in humanen Normalgewebszdiksitzt.
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4.3.3Trichostatin A (TSA)

Analog zu den Versuchen mit SAHA sollte der Eindluger strukturdhnlichen Substanz
TSA auf die DSB-Reparaturfahigkeit von gesundendmen Fibroblasten untersucht werden.
Da TSA als einer der potentesten HDAC-Inhibitoreasdhrieben wird, wurde eine
vergleichsweise geringe Konzentration von nur 100 gewahlt (MARKSet al, 2007). In
drei unabhangigen Experimenten wurden konfluentagisene, kontaktinhibierte HSF1
Zellen fur 12 h mit 0,4M TSA inkubiert und anschlieBend mit 0,5 Gy bedtralls
Kontrolle dienten nur mit dem Lésungsmittel DMSOhbaadelte Zellen. Die Auswertung

unter ,verblindeten“ Bedingungen ergab folgendeuRate (Abb. 14):
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Abb. 14 - yH2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit TSA fur 12 ke Bestrahlung erfolgte mit 0,5 Gy.
Dargestellt sind die Mittelwerte nach Abzug der gdigen unbestrahlten (0 Gy) Kontrolle, die gesamde
aufgefiihrt ist. Fehlerbalken entspricht Standardéehl

Vergleichbar mit den Beobachtungen nach der Belbagdinit SAHA fuhrt auch TSA zu
keiner relevanten Erh6hung der basalen yH2AX-Focus Expression
(TSA 0,24 £ 0,01 vs. mock 0,17 + 0,03). Ebenso tzsigh keine bedeutende Erhéhung der
Anzahl anyH2AX-Foci / Zelle 30 min. nach Bestrahlung (Indwaktj TSA 21,35 + 0,31 vs.
mock 20,79 £ 0,81 Foci / Zelle). Bei Betrachtung @5 h Reparaturpunktes fallt auf, dass
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der fr TSA ermittelte Wert sogar unterhalb dessdreinbehandelten Zellen lag (TSA 11,89
+ 0,57 vs. mock 13,02 £ 0,0§H2AX-Foci / Zelle). Beim 5 h Zeitpunkt sind beideevte
erneut fast identisch, wahrend nach 8 h die AnzahyH2AX-Foci in TSA behandelten
Zellen die Anzahl in scheinbehandelten Zellen (eegs Nach 24 h jedoch liegt der fir TSA
ermittelte Wert erneut geringfugig unter dem déresicbehandelten Zellen (TSA 0,28 + 0,06
vs. mock 0,42 + 0,23).

Die statistische Auswertung ergab uUbereinstimmeeitiek Signifikanz nach 5 und 24 h
Reparatur (£ 0,8 bzw. p< 0,3). Nach 8 h zeigt sich isoliert eine Signifikeauf dem Niveau
von 0,05.
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Abb. 15 - Statistischer Vergleich der Anzahl dét2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit TSA fiir 1Die.
Bestrahlung erfolgte mit 0,5 Gy. Der schraffierte dintler Saulen entspricht dem jeweiligen Hintergtigvel
der unbestrahlten Kontrolle. Die statistische Audweg basiert auf dem Mann-Whitney-U-Test. Das jBwei
ermittelte Signifkanzniveau ist alssgangegeben. Fehlerbalken entspricht Standardfehler.

Basierend auf den Ergebnissen dgi2AX-Focus-Analyse, sowie der statistischen
Auswertung mit einem isoliert signifikanten Reparpunkt muss ein Einfluss von TSA in
der Konzentration von 04M auf das DSB-Reparaturverhalten von humanen Fiastdn

verneint werden.
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4.3.4MS275

Aus der Gruppe der Benzamide fiel die Entscheicaufgdie synthetische Substanz MS275,
da sie bereits in mehreren klinischen Studien ¢gtewird. In drei unabhangigen
Experimenten wurden stationdre H&ZEllen fur 12 h mit &M MS275 inkubiert und
anschlieRend mit 0,5 Gy bestrahlt. Als Kontrollerden nur mit dem Losungsmittel DMSO,
ansonsten jedoch identisch behandelte Zellen, d&mock bezeichnet. Analog zu den
vorherigen  Experimenten wurden unbestrahlte Kolaimol ebenfalls yH2AX-
Immunfluoreszenz gefarbt.

Die Auswertung erfolgte unter ,verblindeten* Bedimgen und ergab zuné&chst folgende
Resultate (Abb. 16):
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Abb. 16 - yH2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit MS275 firhlDie Bestrahlung erfolgte mit 0,5 Gy.
Dargestellt sind die Mittelwerte nach Abzug der gdigen unbestrahlten (0 Gy) Kontrolle, die gesamde
aufgefiihrt ist. Fehlerbalken entspricht Standardéehl

Bei Betrachtung der Abb. 16 fallt die im Vergleich scheinbehandelten Zellen erhohte
Anzahl anyH2AX-Foci in unbestrahlten Zellen (Kontrolle) naBehandlung mit MS275 auf.
Diese bisher in den vorangegangenen Experimentbrabbachtete basale Schadigungsrate

bedarf einer genaueren Betrachtung — hierzu daKapitel 4.3.7, S. 75 verwiesen werden.
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Nach Bestrahlung mit 0,5 Gy kann zunachst keinéhgehinduktion nachgewiesen werden,
der fur MS275 behandelte Zellen ermittelte Wert esch sogar unter dem fir
scheinbehandelte Zellen zu liegen, wobei sich dendardfehler Gberschneiden (MS275
19,77 + 1,13 vs. mock 20,34 £+ 0,2B2AX-Foci / Zelle). Nach Abzug der Kontrolle istibe
allen folgenden Reparaturpunkten die Anzahl @#2AX-Foci / Zelle unter MS275
Behandlung erhéht. Nach 2,5 h ergibt sich zunéeims leichte Erh6hung (MS275 13,31 +
0,66 vs. mock 12,57 = 0,97 Foci / Zelle), die sidch 8 h deutlich prominenter darstellt
(MS275 4,95 + 0,73 vs. mock 2,69 + 0,75 Foci / &gll

Ubereinstimmend mit diesen Resultaten stellt siobhadas Ergebnis der statistischen

Auswertung dar:

16

15-: [ Imock

*kk

14 1 0 <0.001 B MS275 8 uM
13 <0.

12 -
11
10
9]
g
7
6
.
4]
3] 1
2]
1

*k*k

p < 0.001

*kk

p < 0.001

Foci pro Zelle

5 8
Reparaturzeit (h)

Abb. 17 - Statistischer Vergleich der Anzahl dét2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit MS275 fir 12 h
Die Bestrahlung erfolgte mit 0,5 Gy. Der schraffeertAnteil der S&ulen entspricht dem jeweiligen
Hintergrundlevel der unbestrahlten Kontrolle. Dimtsstische Auswertung basiert auf dem Mann-Whitdey
Test. Das jeweils ermittelte Signifkanzniveau Isfpa< angegeben. Fehlerbalken entspricht Standardfehler.

Fur die spaten Reparaturzeitpunkte konnte in alleqperimenten eine statistische
Signifikanz auf dem Niveau von<90,001 ermittelt werden (Abb. 17). Auf die stasshe
Signifikanz der erhohtepH2AX-Foci-Anzahl in der unbestrahlten Kontrolle dim Kapitel
4.3.7, S. 75 eingegangen.
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4.3.4.1DoppelfarbungenyH2AX und 53BP1

NebenyH2AX gilt auch 53BP1 als verlasslicher Marker fi8B (SCHULTZet al, 2000).
Um zu Uberprifen, inwieweit die beobachteten Uitdesle in der Kinetik voyH2AX mit
denen von 53BP1 korrelieren, wurden HSEgllen fur 12 h mit &M MS275 inkubiert,
anschlieBend mit 0,5 Gy bestrahlt, gefolgt von eDeppelfarbung miyH2AX und 53BP1.

Um magliche Effekte durch die Doppelfarbung aushlisBen, wurden ebenfaljgi2AX und
53BP1 Einzelfarbungen untersucht (Abb. 18).

53BP1

mock

MS275

50 um

Abb. 18 —53BP1-Immunfluoreszenz gefarbte HSE&llen 24 h post IR mit 0,5 Gy. Es zeigt sich eibleche
Anzahl an 53BP1-Foci in der mit MS275 behandelten Palben der scheinbehandelten Probe zum gleichen
Reparaturzeitpunkt. Um mdglichst viele Zellen akdei, wurden tberlappende Aufnahmen mittels demgga
image stitch* Technik der Software NIS Elements BRyiN kombiniert.
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Bei der Auswertung der Foci-Expression ergab sitadss es keinen Unterschied auf die
Foci-Anzahl machte, ob die Zellen einer Einzel- ro@®ppelfarbung unterzogen worden
waren. Jedoch zeigten sich grof3e UnterschiederiKidetik zwischenyH2AX und 53BP1 in
Abhangigkeit von der Inkubation mit einem HDAC-Ihltor (Abb. 19):
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Abb. 19 -yH2AX 0. 53BP1-Foci pro Zelle nach Behandlung mit MSE¥3.2 h. Die Bestrahlung erfolgte mit
0,5 Gy. mock = scheinbehandelte Zellen (DMSO). Bstajlt sind die Mittelwerte zu den Zeitpunktentg,5
2,5h, 5 h, 8 hund 24 h. Fehlerbalken entspricah&ardfehler.

Betrachtet man zunachst isoliert die Kinetik in eiobehandelten Zellermpchk, so fallt
auf, dass die Anzahl defH2AX-Foci gut mit der beobachteten Zahl an 53BPtiFo
korreliert. Finf Stunden nach Bestrahlung mit 0y6s8d in den scheinbehandelten Zellen
beispielsweise noch 6,43 + 0,962AX-Foci oder 6,96 + 0,18 53BP1-Foci / Zelle z&rlp
nach 24 h ist dieser Wert auf 1,04 + 0yr®AX-Foci bzw. 1,59 £ 0,31 53BP1-Foci / Zelle
abgesunken.

Bei Analyse der Induktion (hier 0,5 h) in mit MS2BBhandelten Zellen fallt bereits eine
erhebliche Diskrepanz zwischen der AnzahlyH2AX und 53BP1-Foci / Zelle auf. So liegt
der fur 53BP1 ermittelte Wert sogar deutlich urdem Niveau des entsprechenden Wertes
fur scheinbehandelte Zellen (53BR1:s 16,95 + 0,31 vs. 53BR3k 19,48 + 0,02 Foci /
Zelle; zum VergleichyH2AX us275 20,93 + 0,69 vSyH2AX mock 20,42 = 0,26 Foci / Zelle).
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Nach 2,5 h vergrol3ert sich der Unterschied zwis@®BP1 undyH2AX sogar noch etwas
(53BP1s27510,44 £ 0,52 vsyH2AXus27516,05 + 0,51 Foci / Zelle). Nach 8 h Reparatur ist
der Unterschied zwischerH2AX und 53BP1 in MS275 behandelten Zellen jedoch 185
Foci zurickgegangeni2AXvs2757,11 £+ 0,815 53BP1ys2755,61 + 0,29 Foci / Zelle). Wie
aus Abb. 19 ersichtlich setzt sich der Riuckgangewrdort, nach 24 h lag der Unterschied
zwischen der Anzahl apH2AX und 53BP1-Foci nur noch bei durchschnittlicd® Foci /

Zelle.
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4.3.5Valproinsaure (VA)

VA ist der HDAC-Inhibitor, der am breitesten klinls getestete wurde. Als Antiepileptikum
kommt VA seit Jahrzehnten zum Einsatz, die klingstiTests und Erfahrungen richten sich
allerdings erst seit kurzem auf die epigenetiscbenponente VAs und ihre Auswirkungen.
Ob auch unter Inkubation mit dem vergleichsweidenscher potenten HDAC-Inhibitor VA
ein Einfluss auf die DSB-Reparatur beobachtete arerkann, sollten drei unabhéngige
Experimente klaren. In jedem Experiment wurden maniibroblasten mit 2 mM Valproat

behandelt, sowie scheinbehandelte Zellen als Kitnuitgefthrt.
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Abb. 20 - yH2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit VA fir 12 he Biestrahlung erfolgte mit 0,5 Gy.
Dargestellt sind die Mittelwerte nach Abzug der gdigen unbestrahlten (0 Gy) Kontrolle, die gesamde
aufgefiihrt ist. Fehlerbalken entspricht Standardéehl

In der unbestrahlten Kontrolle kann keine Zunahmet2AX-Foci durch zwoélfstiindige
Behandlung mit 2 mM Valproat festgestellt werde®\(¥,27 + 0,06 vs. mock 0,21 + 0,04).
Nach Bestrahlung mit 0,5 Gy liegt die Rate an gkeihyH2AX-Foci nur minimal héher
nach VA-Behandlung (VA 20,33 £ 0,93 vs. mock 20#09,37 Foci / Zelle). Auch in der
Analyse der folgenden Reparaturpunkte kann keinealme der Anzahl apH2AX-Foci
unter Behandlung mit VA im Vergleich zu scheinbatelten Zellen festgestellt werden (5 h
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post irradiationem ergaben sich folgende, fasttidehe Werte: VA 5,00 = 0,79 vs. mock
5,03 £ 0,99 Foci / Zelle).

Diese Resultate spiegelt auch die statistische Attswg wieder, die fur keinen der spaten

Reparaturzeitpunkte eine Signifikanz auf einem Buwp< 0,05 ergeben hat (Abb. 21)
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Abb. 21 - Statistischer Vergleich der Anzahl dét2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit VA fir 12 he Di
Bestrahlung erfolgte mit 0,5 Gy. Der schraffierte éintler S&ulen entspricht dem jeweiligen Hintergtiavel
der unbestrahlten Kontrolle. Die statistische Audweg basiert auf dem Mann-Whitney-U-Test. Das jBwei
ermittelte Signifkanzniveau ist alss@ngegeben. Fehlerbalken entspricht Standardfehler.

Es muss zusammenfassend also festgehalten werdss,ethe zwolfstiindige Inkubation

mit 2 mM VA zu keiner (signifikanten) Zunahme ansickiellen yH2AX-Foci nach

Bestrahlung von humanen Fibroblasten fuhrt.
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4.3.6Natrium-Butyrat (NaB)

Vergleichbar mit VA besitzt auch NaB, die funfte st®ibstanz, die vergleichsweise
einfache chemische Struktur einer kurzkettigens@etie. Nach den negativen Ergebnissen
mit VA interessierte nun, ob es sich bei dem nmibhtbaren Einfluss auf die Kinetik des
yH2AX-Focus-Abbaus in Normalgewebezellen um eineeksghaft kurzkettiger Fettsauren
im Allgemeinen handelt. Hierzu wurden humane Filasten fir 12 h mit der ebenfalls in
mehreren klinischen Studien getesteten Substanz iNa@ner Konzentration von 5 mM
inkubiert. Analog zu den vorherigen Experimentenr wdgr Endpunkt die Anzahl der

residuellenyH2AX-Foci nach Bestrahlung mit 0,5 Gy.

T
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Abb. 22 - yH2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit NaB fur 12 ke Bestrahlung erfolgte mit 0,5 Gy.
Dargestellt sind die Mittelwerte nach Abzug der gdigen unbestrahlten (0 Gy) Kontrolle, die gesande
aufgefihrt ist. Fehlerbalken entspricht Standardéehl

In der unbestrahlten Kontrolle findet sich kein &hsthied zwischen den mit 5 mM NaB
behandelten und den scheinbehandelten Zellen (N2@80,09 vs. mock 0,27 + 0,06). Nach
Bestrahlung mit 0,5 Gy finden sich zudem bei Analyier Induktion mehr Foci in NaB
behandelten Zellen, als in der Vergleichsgruppeobewsich die Fehler Gberschneiden (NaB
21,31 £+ 0,88 vs. mock 20,25 + 0,7H2AX-Foci / Zelle). Deutlicher wird die Differenz

zwischen NaB und scheinbehandelten Zellen bei Asatier folgenden Reparaturpunkte. So
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liegt die Anzahl noch vorhandengH2AX-Foci in NaB behandelten Zellen 2,5 h nach
Bestrahlung bei 12,3 + 0,61, wahrend in der unbéélen Gruppe nur 11,28 + 0,34 Foci /
Zelle gezahlt werden konnten. Nach 8 h liegt difiebénz bei 1,9 Foci (NaB 4,21 + 0,24 vs.
mock 2,31 + 0,22); nach 24 h liegt die Zahl noclrhamdeneryH2AX-Foci in NaB
behandelten Zellen noch deutlich tGber der der \é&htkontrolle unbestrahlter Zellen. Nach
Abzug der Kontrolle ergeben sich fir NaB nach 2dolch 1,2 + 0,16 verbliebene Foci im
Vergleich zu 0,35 + 0,13 Foci / Zelle in der Veighesgruppe

Die mittels des Mann-Whitney-U-Tests berechnete niiganz fir den 5h
Reparaturzeitpunkt lag beig0,05. Fir die spaten Reparaturzeitpunkte 8 unth Rénnte
sogar eine hohe Signifikanz mit<g0,001 ermittelt werden, die sich so auch in allen

Teilexperimenten zeigte (Abb. 23).
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Abb. 23 - Statistischer Vergleich der Anzahl déi2AX-Foci pro Zelle nach Behandlung mit NaB fiir 1Dle
Bestrahlung erfolgte mit 0,5 Gy. Der schraffierte dintler Saulen entspricht dem jeweiligen Hintergtigvel
der unbestrahlten Kontrolle. Die statistische Ausweg basiert auf dem Mann-Whitney-U-Test. Das jBwei
ermittelte Signifkanzniveau ist alsgangegeben. Fehlerbalken entspricht Standardfehler.
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In der folgende Abb. 24 erkennt man eine deutlielé&fung vonyH2AX-Foci in mit NaB
behandelten Fibroblasten.

intensiver (vgl. 4.3.9., S. 78).

Durch die GroRenuntexdehierscheinen die Foci zudem

DAPI YH2AX

merge

mock

NaB

Abb. 24 —yH2AX-Foci (grin) in immunfluoreszenz geféarbten Fitbasten 5 h post IR mit 0,5 Gy. Die Zellkerne
wurden mit DAPI (blau) angefarbt. mock = Scheinbetiang. GréRenangabe = LM.
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4.3.7Vergleichende Darstellung der Kontrollen

v/.27) mock
2,4 e [ |Substanz
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Abb. 25 -yH2AX-Foci pro Zelle in unbestrahlten Kontrollen unbekubation mit HDAC-Inhibitoren bzw. nach
Scheinbehandlung (mock). Fehlerbalken entsprichdgalfehler. *** entspricht Signifikanz auf dem Hau
von p< 0,001.

Im direkten Vergleich der unbestrahlten Kontroll&tit auf, dass sich die Anzahl der
yH2AX-Foci in behandelten und scheinbehandeltenedeliei den Substanzen SAHA, TSA,
VA und NaB stets im Bereich von ca. 0,02 bis 0,@¢iF Zelle bewegt. Es findet sich bei
diesen vier Substanzen also ein homogenes NiveaaldogH2AX-Foci. Auch bei der
Substanz MS275 zeigen die scheinbehandelten Peberergleichbares Niveau ghl2AX-
Foci vor Bestrahlung. Unter Substanzeinfluss jedoeilgt sich eine deutliche Zunahme der
yH2AX-Foci auf 1,67 £+ 0,48 Foci / Zelle ohne Besttaily. Dies bedeutet nach Abzug der
Kontrolle (scheinbehandelte Zellen), dass im Sthuait 1,4yH2AX-Foci / Zelle unter durch
MS275 induziert werden. Dieser Anstieg ist sigrafik auf dem Niveau von90,001.
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4.3.8Vergleichende Darstellung der quantitativen Reparatreffizienz

Wie aus Abb. 29 ersichtlich, zeigt sich bei miti2 8 Gy bestrahlten Fibroblasten, dass die
Anzahl der zu einem Reparaturzeitpunkt y noch vedieaen yH2AX)-Foci von der Dosis
der initialen Bestrahlung abhangt. Man kann annehrdass das Verhaltnis zwischen einer
Anzahl n zu einem Zeitpunkt x (z.B. Induktion) vartdenenyH2AX)-Foci und der Anzahl
der zu einem spateren Zeitpunkt y noch zu beobadbteFoci unabhangig von der initialen
Schadigungsmenge ist, da es keinen Anhalt fir eB@tigung* der an der Reparatur
beteiligten Komponenten gibt, insbesondere nichti beedrigen und mittleren
Bestrahlungsdosen. Die hier aufbereitete Auswertuley Experimente normiert die
beobachteten Foci-Zahlen auf die zum Zeitpunktldéuktion vorhandenen Foci und eignet
sich daher besonders, die Unterschiede im Repaeshaiten zu verdeutlichen.

Bei Betrachtung der Diagramme (Abb. 26) fir die Sabzen SAHA, MS275 und NaB fallt
ein divergierender Kurvenverlauf auf, mit zunehrmendDivergenz in spaten
Reparaturpunkten. Bei VA und TSA findet sich eintgehend paralleler Linienverlauf, mit
minimaler Divergenz bei VA.

Unter Behandlung mit SAHA sind nach 24 h 5,2 % dam Zeitpunkt ,0,5 h nach
Bestrahlung gezahlteyH2AX-Foci noch vorhanden, wahrend zum gleicheneikt in der
scheinbehandelten Vergleichsgruppe nur noch 2,2f4-dci persistieren. Bei MS275 wird
der Unterschied noch gro3er: Einen Tag nach Bdatrglsind unter Scheinbehandlung noch
4,3 % der initial vorhandenepH2AX-Foci zahlbar, wahrend in den MS275-behandelten
Zellen 14,4 % der Foci noch nicht verschwunden .swergleichbar mit den Ergebnissen
unter SAHA-Behandlung sind 24 h nach BestrahlungruBehandlung mit NaB noch 7,1 %
der zum Induktionszeitpunkt vorhandenen Foci zé&hlbm der scheinbehandelten
Vergleichsgruppe sind es 4,1 % weniger (3 %).

Wie die zuvor vorgestellten Daten zu TSA vermut@ssén, so zeigt sich, dass sowohl in
TSA als auch in scheinbehandelten Zellen nach 2dnhéhernd identisch viele Foci
verschwunden sind. Unter TSA-Behandlung sind naokene Tag noch 3,1 % der initial
vorhandenen Foci vorhanden, unter Scheinbehandbimgy es 2,7 %. Ahnlich sieht der
Kurvenverlauf bei VA aus, hier sind im Schnitt @22 weniger yH2AX-Foci verschwunden

als in der Vergleichsgruppe (VA: 3,7 % vs. mock &Y.
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Abb. 26 - Vergleichende Darstellung der quantitativen Reparwdfizienz: VerbleibendeH2AX-Foci in

Relation zur in der Induktion beobachteten Anzahl(=ach Bestrahlung mit 0,5 Gy. Reparaturzeiten: 2,5 h

5h, 8 hund 24 h post IR..
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4.3.9Vergleich der Foci-Gréf3en

Bei der Auszéhlung der Foci fiel ein GroRRenuntaestizwischenyH2AX-Foci in mit
HDAC-Inhibitoren und scheinbehandelten Zellen aBéi 53BP1 war kein Unterschied
wahrnehmbar. Um mogliche Unterschiede in der Molqgaie weiter abzuklaren, wurden die
Foci-GroRRen sowohtH2AX als auch 53BP1 gefarbter, zuvor miu MS275 behandelter
Zellen, ausgewertet. Um auszuschlieBen, dass Gudfieachiede die Zahlergebnisse
beeinflussen, wurden zudeyrhl2AX-gefarbte, zuvor mit 2 mM VA behandelte Zellesowie
entsprechende Kontrollen, ebenfalls einer GroRdysmainterzogen. Fur VA konnten zuvor

keine signifikanten Unterschiede bei gel2AX-Focusanalyse festgestellt werden.

yH2AX 53BP1 merge

mock

MS275

Abb. 27 —Exemplarische Darstellung der unterschiedlichen Reoiien ohne (mock) und nach Behandlung
mit dem HDAC-Inhibitor MS275 in HSEZellen. yH2AX (griin), 53BP1 (rot), merge = Uberlagerung. Zur
besseren Darstellung wurde auf eine DAPI-Gegenfégbuerzichtet, die Zellkerne sind weild umrundet.
Aufnahmen 2,5 h nach Bestrahlung mit 0,5 Gy.

Sowohl in MS275 als auch in VA behandelten Zellenrikte eine Zunahme der FocigroR3e

gegenuber scheinbehandelten Zellen nachgewiesaewéhbb. 28).
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Abb. 28 —H2AX- und 53BP1-Foci-GroRenurt’) nach Behandlung mit MS275 oder VA, sowie
Scheinbehandlung (mock, grobe Schraffierung). dekpder Auswertung war 2,5 h post IR (0,5 Gy).

Die durchschnittiche yH2AX-Foci-Grolie unter MS275-Behandlung liegt bei
2,26+ 0,12um? in der Vergleichsgruppe liegt die GroRe nur bell 9t 0,05um%
Vergleichbar sind die Ergebnisse unter VA-InkubatioHier liegt die GrofRe bei
2,07 £ 0,1um? im Gegensatz zu 1,35+ 0,067 in scheinbehandelten Zellen. Wie die
Analyse von 53BP1 ungH2AX doppel-gefarbten MS275 behandelten Fibroblasteigt,
andert sich die Morphologie von 53BP1-Foci untemdginfluss eines HDAC-Inhibitors
nicht. Unter Testsubstanz-Inkubation ist ein 53B®ti im Durschnitt 1,03 + 0,06m? klein,
in den scheinbehandelten Zellen zeigt sich einiéisttischer Wert von 1,05 + 0,087 In
den Kontrollzellen ist dieyH2AX und 53BP1-Grof3e fast identisch, wahrend HDAC-
Inhibitoren einen deutlich sichtbaren und messbdganrfluss auf die Ausdehnung von
yH2AX-Foci haben.
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4.3.10Koloniebildungstest

Nachdem dieyH2AX-Focus-Analyse fur die Substanzen SAHA, MS2#sl INaB einen
Einfluss von HDAC-Inhibitoren auf die DSB-ReparatorNormalzellen gezeigt hat, sollte
mit Koloniebildungstests die biologische Relevamesdr Beobachtung geklart werden. Da
durch kurze Inkubationszeiten oder niedrige Doseiglivherweise maskierte Einfliisse
ebenfalls interessierten, wurden alle Substanzdd, TSA und VA getestet. Exemplarisch
seien Aufnahmen von mit NaB behandelten Fibrobhagiem Zeitpunkt des Ausplattierens
(48 h nach Bestrahlung), prasentiert — sie zeigerexhthteyH2AX-Foci-Zahl nach Zugabe
von NaB (Abb. 29).

0 Gy 2 Gy 4 Gy 6 Gy 8 Gy

Abb. 29 —yH2AX-Foci (grin) in HSF&Zellen, deren Kerne mittels DAPI (blau) Immunfluaers gefarbt
wurden. Dargestellt ist die Anzahl der residuellesciFzum Zeitpunkt des Ausplattierens (48 h post BR)ist
sichtbar, dass unter Einfluss von NaB die Anzahiesiduellen Foci zunimmt. mock = Scheinbehandlung.

mock

NaB

Alle finf getesteten Substanzen fihren zu einemireterten Koloniebildung. Die Kurven
von SAHA und MS275 zeigen einen Abfall der Uberiedfeaktion bereits bei niedrigeren
Dosen, wahrend bei NaB und VA die Kurven erst lmidn Dosen divergieren. Sowohl bei
SAHA wie auch bei TSA ergab sich ein sprunghaftéfall bereits nach 2 Gy, der rein
biologisch nicht erklart werden kann. Unter Behandl mit der Hydroxamsaure SAHA,
sowie dem Benzamid MS275 zeigt sich die hochste ahbre der Uberlebensfraktion.
Rechnerisch ergibt sich ein DEPdse-Enhancement-Factegl. 3.11) von 1,97 fir SAHA
bzw. 2,03 fur MS275. Die beiden chemisch sehr @éhelh Substanzen VA und NaB zeigen
auch in den Uberlebenskurven einen dhnlichen Vers ergibt sich rechnerisch ein DEF
von 1,22 fir beide Substanzen. Fir TSA liegt deF[@Benfalls in derselben Grol3enordnung
wie fur VA und NaB, der berechnete Wert liegt bgl4l Es ergibt sich so ein Mittelwert fur
alle HDAC-Inhibitoren von 1,54 (LiteraturvergleishTab. 11).
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Abb. 30— Ergebnisse des Koloniebildungstests. Links obeitlicher Ablauf der Experimente. Dargestellt sind
die Uberlebenskurven fiir die fiinf getesteten HDAGbitoren. Durchgezogene Linien: mock /
Scheinbehandlung. Gestrichelte Linien: Substanzldfiealken entspricht Standardfehler. Alle Substanze
fihren zu einem im Vergleich zur Kontrolle eingedokten Uberleben.
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5 Diskussion

Epigenetische Therapieverfahren werden zunehmenkbmkrete Therapieempfehlungen
integriert, z.B. bei der Therapie von kutanen TRZgmphomen und dem MDS.
Epigenetische Therapieansatze spielen zudem etheutende Rolle im Umfeld der aus der
biologischen Grundlagenforschung abgeleiteten riene$¥herapieansatze, die erst in den
kommenden Jahren Einzug in die tagliche klinischaxiB8 gewinnen weden (MAet al,
2009). Derzeit befinden sich die meisten Studiechna Phase | und I, nur wenige Studien
der Phase lll sind bereits publiziert. Angesiclelslénder erfolgsversprechender alternativer
Behandlungsmethoden werden jedoch, wie in der @gk®l UGblich, auch geringe
Verbesserungen der Klinik und des Verlaufs einesef&n als Erfolge gefeiert. Eine
kritische Betrachtung der publizierten Ergebnissachm deutlich, dass man weit davon
entfernt ist, von einem Durchbruch sprechen zu kénrEpigenetische Therapieansatze
wurden zunéachst insbesondere beim MDS verfolgtlass hier eine Reihe klinischer Studien
abgeschlossen sind. Selbst wenn komplette undepariRemissionen (CR, PR) zusammen
betrachtet werden, so liegt die ORR (overall respaiate) in den meisten Studien &0 %
(KUENDGEN et al, 2008). D.h. weniger als die Halfte der Patiemssfitiert zu einem Tell,
aber rund die Halfte spricht Gberhaupt nicht wievigescht auf die Therapie an. Zudem
verschlechtert sich die Klinik einiger Patientega@odurch die Therapie. Ungeachtet dessen:
Epigenetischen Mechanismen als zentralen Regutatistanzen kommen in einer Vielzahl
von Erkrankungen entscheidende Bedeutung zu. Ssuwelert es nicht, dass zunehmend
auch andere Erkrankungen Ziel epigenetischer Theaapatze werden, wie z.B. die
Rheumatoide Arthritis (CHO@t al, 2008). Selbst der Einsatz epigenetischer Medikat
den Bereichen der Nachsorge und Krebspraventiod diskutiert (GRZNBAEKet al,
2008).

Vor diesem Hintergrund war es Ziel dieser Arbeitend Einfluss epigenetisch
modifizierender  Substanzen auf die DSB-Reparat@kigt in  menschlichen
Normalgewebszellen zu analysieren, um somit eineitrd) zur Klarung maoglicher Risiken

einer Langzeitbehandlung zu liefern.
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5.1 Kritische Bewertung der Methoden

Grundlage der Analyse der Doppelstrangbruch (DS&)dRaturkapazitat bildet die
yH2AX-Focusanalyse. Wie Eingangs beschrieben, bikieh nach DSB-Induktion ein
yH2AX-Focus, der uber Immunfluoreszenzfarbungen tbexh gemacht werden kann. Ein
wichtiges Auswahlkriterium fur die Methode ist dieohe Sensibilitdt flr geringe
Reparaturunterschiede, hier hat sich gle2AX-Focusanalyse bereits im Vorfelde als
verlassliche Methode erwiesen (LOBRIGH al, 2005; RUBEet al, 2008). Doch wie alle
auf komplexen Mechanismen basierenden Methodent aeish dieyH2AX-Focusanalyse
einige Besonderheiten auf, die in Hinblick auf diedtere Interpretation der Ergebnisse
diskutiert werden sollten. Fur eine allgemein kdlie Wertung missen zunachst drei zentrale
Fragen beantwortet werden:

* Fuhrt jeder DSB zu eineyH2AX-Focus?
» Entspricht jedeyH2AX-Focus einem DSB?

» Entspricht das Verschwinden eing$2AX-Focus auch der Reparatur eines DSB?

Die erste Frage kann klar beantwortet werden: Estebé Konsenz darliber, dass ein
einzelner DSB zur Bildung eingsl2AX-Focus fuhrt: Dies bildet die rationale Grungaflr
die Anwendung der Focusanalyse fir die Quantifimigrvon DSB. DSB kommen jedoch
nicht nur durch Bestrahlung induziert vor, sondemerden auch im Rahmen der
Immunsystemreifung (V(D)J-Rekombinationen) oder wmegéld der Spermatogenese
beobachtet. Diese Phanomene spielen jedoch flwveliwendeten humanen Fibroblasten
keine Rolle.

Die umgekehrte zweite Frage, ob auch jed#2AX-Focus einem DSB entspricht, muss mit
einem Nein beantwortet werden. So kommt es z.BSbhadigung eines DNA-Einzelstrangs
z.B. durch UV-Strahlung ebenfalls zu einer Phosplienung von H2AX (MATSUMOT Oet
al., 2007). Zudem konnen sich hinter jedghi2AX-Focus mehrere eng benachbarte DSB
verbergen. Eine unabhangige Methode zur Analyseserinzelnen Focus fehlt jedoch
bislang. DieyH2AX-Focusanalyse hat sich binnen kurzer Zeit zuan&ardinstrument fur
die Erforschung von DNA-Reparaturverhalten entwlick&ie ist um GréRRenordnungen
sensibler als bisherige Methoden (Cometassay; @WHggd Gel Electrophoresis (PFGE)).
Dies leitet unmittelbar Uber zur dritten Frage, dlas Verschwinden eines Focus
gleichzusetzen mit dem Verschwinden eines DSB ist.
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Die physikalischen Methoden zur Quantifizierung vB%%B weisen allesamt eigene
Unzulanglichkeiten auf, die die Vergleichbarkeir daggebnisse erheblich erschweren bzw.
unmdoglich machen. So bedarf es z.B. bei der PFGé&béich hoherer Energiedosen (> 5 Gy),
des Weiteren wird die DNA lysierenden Substanzesr bdhen Temperaturen ausgesetzt, um
sie von assoziierten Proteinen (z.B. Histonen) efrelien. Die methodischen Unterschiede
sind nicht die einzigen, auch die beobachteten R#y&inetiken unterscheiden sich
zwischen PFGE ungH2AX-Focusanalyse teils erheblich. So erreicht gi€2AX-Foci-
Anzahl erst nach ca. 30 min. eine Plateauphasebidigu 30 min anhalten kann, ehe ein
deutlicher Abfall mit einer Halbwertszeit (HWZ) vara. 100 min. zu beobachten ist. Diese
Ergebnisse einer Studie von (KINNER al, 2008) decken sich sehr gut mit den eigenen
beobachteten Kinetiken dieser Arbeit. Die PFGEtl§sdoch bereits innerhalb der ersten
30 min. einen deutlichen Abfall der DSB vermuteler iegt die HWZ bei nur 20 min. Auch
die langsamere Kinetik trotz niedrigerem Schadeeslem Vergleich PFGE zyH2AX-
Focusanalyse ist bisher nicht geklart. Da in detiegenden Arbeit jedoch insbesondere die
verbleibenden Foci nach langerer Reparaturzeit mumdnach geringen Bestrahlungsdosen
eine Rolle spielen, haben die oben beschriebenaerschidnkungen keine direkten
Auswirkungen auf die Interpretation der Ergebn(&@UQUET et al, 2006; KINNERet al,
2008). Einzelne Arbeiten lassen vermuten, dassr WwhestdndernyH2AX-Foci persistieren,
auch wenn der zugrunde liegende Schaden repaigfORANDet al, 2004). Auch wenn
es schwierig ist, diese Resultate zu Ubertragensdlbe dennoch stets ein vermuteter
Zusammenhang zwischen beobachteten verbliebengérufdaem Uberleben experimentell
Uberpruft werden.

Bei der Verwendung dewH2AX-Focusanalyse im Zusammenhang mit epigenetisch
modifizierenden Substanzen missen zudem einigeetipeRunkte beachtet werdefiH2AX
unterliegt als phosphorylierte Version der Histamate H2AX einem direkten Einfluss
epigenetischer Modifizierungen. So konnte eine Hagpetylierung unter Einfluss von
Valproat (VA) auch fur das nach Bestrahlung gelbddgH2AX nachgewiesen werden,
allerdings ohne eine konkrete biologische Konsegadneiten zu konnen (CHINNAIY ANt
al., 2008). GroRRere Konsequenz fur die Interpretatieon Resultate der vorliegenden Arbeit
besitzen jedoch kontroverse Resultate jingereri&tudie zeigen, daggi2AX vornehmlich
in euchromatischen Regionen gebildet wird. Im diclgepackten Heterochromatin hingegen
sind wenigeryH2AX-Foci zu beobachten, obwohl man durch die etb@&ackungsdichte eine
vermehrte Anzahl an DSB vermuten konnte (COWEefL al, 2007; KIM et al, 2007;
KINNER et al, 2008). Doch kdnnte nicht nur die absolute AnzamlFoci unterschiedlich
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sein, inshesondere scheinen DSB im Heterochronaatohn langsamer repariert zu werden
(KARAGIANNIS et al, 2007). Erst vor kurzem wurde publiziert, dass AWdhrscheinlich
die heterochromatine Struktur auflockert, um sdhtletugangliche DNA-Regionen fir die
DSB-Reparatur zuganglich zu machen (GOODAR& al, 2008). Insbesondere die
verwendeten HDAC-Inhibitoren agieren zu einem wgdn Teil dber die
Konformationsanderung von genexpressions-inakthetierochromatischen Regionen hin zu
Euchromatin, mit aktivierter Genexpression. Vor delintergrund der erwahnten Literatur
wirde man eine Zunahme @d2AX-Foci nach Behandlung mit HDAC-Inhibitoren emen,
diese jedoch bereits in der Induktion und nicht ba®bachtet, erst im Verlauf der Reparatur.
Zudem konnte man eine Zunahme der Reparaturgestigk@it vermuten, die im Verlaufe
der Reparatur die initial vermehrt auftretendeniaieder kaschieren wirde. Die eigenen
Beobachtungen zeigen jedoch weder eine relevantealdne der Induktion noch einen
positiven Einfluss auf die Geschwindigkeit der Repar. Im Gegenteil: Die Abnahme der
yH2AX-Foci geschieht unter Behandlung mit HDAC-Inkaben langsamer. Hier stehen die
beobachteten Resultate im Einklang mit zahlreictveiteren Studien, die an Tumorzellen
unter Einfluss von HDAC-Inhibitoren eine verlangsarReparatur beobachtet haben.

Diese Widerspruchlichen Ergebnisse unterstreichenKémplexitat des Netzwerkes aus
epigenetischer Regulation und DSB-Reparatur unclenen dazu, die Resultate stets auch an
Uberlebensexperimenten zu tberprifen, um konkreledische Konsequenzen ableiten zu

kdnnen.

Mehrere Arbeiten haben einen Zusammenhang zwisecbdreibenderyH2AX- wie auch
53BP1-Foci - und dem Uberleben gezeigt und untickten die eigenen beobachteten
Ergebnisse (MACPHAILet al, 2003; ROTHKAMM et al, 2003; OLIVE et al, 2004;
WYKES et al, 2006; MARKOVA et al, 2007). Fir die Analyse des Uberlebens wurde die
etablierte Methode des Koloniebildungstests (ColArsgay) verwendet (BURDAK-
ROTHKAMM et al, 2005; LOBRICHet al, 2005). Mit ihr testet man das Uberleben im
Sinne von erhaltener reproduktiver Integritat. kisdifferenzierte Zellen kann man den Tod
als Verlust spezifischer Funktionen definierenhSexoch prinzipiell noch teilende und sogar
zu weiterer Differenzierung befahigte Zellen - vég die verwendeten Fibroblasten sind —
konnen nach einer Schadigung noch in der Lage seimale Zellfunktionen aufrecht zu
erhalten, sich jedoch gar nicht mehr oder nach geanMitosen nicht mehr weiter teilen. Es
kommt also zum Verlust der reproduktiven Integritdth. es kann kein Zellklon mehr
entstehen und die Zelle hagr definitionemrmicht tberlebt (HALLet al, 2006). In Tumoren
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bildet die sich nicht mehr teilende Tumorzelle dgwiinschten Endpunkt. Bei gesunden
Fibroblasten hingegen konnen Unterschiede in darlebensfraktion als Indiz fur das MaR
der biologisch relevanten Schadigung betrachtetderer Ein vermindertes klonogenes
Uberleben in Kombination mit einer verminderten Abme vonyH2AX-Foci in der
Focusanalyse lasst den Schluss auf eine biologesetiante schlechtere DSB-Reparatur zu.

5.2 Hypomethylierende Substanzen und genomische Stalbét —

die Ergebnisse im Kontext weiterer Studien

Zytotoxische Effekte wie die Induktion chromosomdiestabilitdten durch Inhibitoren der
DNA-Methyltransferas€ DNMT) sind seit langem bekannt und nicht auf kKeaddlen begrenzt,
wie z.B. Mikrokernuntersuchungen an Lymphozytergtesi (GUTTENBACHet al, 1994;
FAUTH et al, 1998). Durch die Integration von 5-AzacytidineRNA besteht zudem eine
direkte Beeinflussung der Translation.

Fur 5-Aza-2’-Deoxycytidine konnte zuvor die Indukiivon DNA-Brichen in Krebszellen
durch Interaktion mit der DNMT1 nachgewiesen werdemden (PALllet al, 2008). Fur die
DNMT1 war gezeigt worden, dass sie in den DNA-Rapaprozess involviert zu sein
scheint (MORTUSEWICZ et al, 2005). Fur 5-Aza-2’-Deoxycytidine konnte im
Koloniebildungstest mit humanen Medulloblastomaalin jedoch keine signifikante
Radiosensibilisierung festgestellt werden, jedogte estrahlungsunabhangige Zytotoxizitat
(PATTIES et al, 2009).

Fur das in dieser Arbeit getestete 5-Azacytidinerite zumindest fur Plasmozytom-
Zelllinien eine ATR-abhangige Aktivierung von DNAeRaraturwegen beobachtet werden,
wenngleich die Arbeit keinen zytotoxischen Effekif &#BMCs und BMSCs gesunder
Spender zeigen konnte (KIZILTER#E al, 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls keinfltiss auf die DSB-Reparatur im Sinne
einer Anderung deyH2AX-Focuskinetik beobachtet werden. Nach kurzewubationszeit
und Verwendung vergleichsweise hoher Dosen von &dine konnte nur fur die hochste
Dosis eine Zunahme des basalen Schadigungsnivemlmdhtet werden. Dieses Ergebnis
wurde die oben zitierten Arbeiten bestatigen. Gegjean solchen Effekt in den beobachteten
Fibroblasten spricht jedoch zum einen die hoheréxygerimentelle Schwankung. Zum
anderen wurde der Effekt nur in der héchsten Kotmagon beobachtet, das Ergebnis steht

also im Vergleich zu den niedrigeren Konzentrationeisoliert da. Ein
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konzentrationsabhangiger Anstieg zeigt sich niElme extreme Schéadigung einiger Zellen,
wie z.B. durch die Substanz verursachte Apoptosdiioh kann nicht ausgeschlossen
werden, da apoptotische Zellen nicht im besonddess wurden, prinzipiell jedoch nicht in
die Auswertung deyH2AX-Focusanalyse einflossen.

5-Azacytidine muss als Ribonukleosidanalogon wiescheeben zunachst in ein
Desoxyribuncleosid umgewandelt werden, ehe es inAD&ingebaut werden kann
(LUBBERT et al, 2007). Hieraus ergibt sich die Notwendigkeit fesiender Zellen, damit
die S-Phase durchlaufen wird. Jedoch mussen dierZzeum Zeitpunkt der Bestrahlung
konfluent und stationar sein. Unter Beachtung dieS8®dingungen wurde das zweite
Experiment mit 5-Azacytidine durchgefiihrt. Da auwstier diesem Versuchsdesign lediglich
bei einem Reparaturpunkt eine verminderte Abnahengh2AX-Foci beobachtet wurde, ist
davon auszugehen, dass 5-Azacytidine zu keinemBessung des DSB-Reparaturverhaltens
in humanen Fibroblasten fuhrt. Zudem konnte nure emnimale Zunahme des basalen
Schadigungsniveaus beobachtet werden. Diese Resbkstatigen daher zum ersten Mal
auch fur humane Fibroblasten, dass 5-Azacytidinekaner signifikanten beobachtbaren
DSB-Induktion oder Einschréankung der Reparaturidrfért.

5.3 Histondeacetylase-Inhibitoren und DSB-Reparatur - ¢

Ergebnisse im Vergleich zur Literatur

Nimmt man die Hypothese an, Histondeacetylasen eviiird Tumor-Zellen im Vergleich
zu Normalzellen eine ungleich starkere Aktivitdiges, so blieben die zytotoxischen Effekte
von HDAC-Inhibitoren auf Tumorzellen begrenzt (CAMRUSEN et al, 2007).
Inzwischen konnte fir eine Reihe von HDAC-Inhib&orEffekte in Tumorzellen im Sinne
einer Verschlechterung der DSB-Reparatur beobacivetden. Toxische Effekte auf
Normalzellen wurden jedoch in den seltensten Falietersucht bzw. fuhrten zu negativen
Ergebnissen. Eine Arbeit aus dem Jahre 2000 betiditter eine eingeschrénkte DSB-
Reparatur, bei identischer Induktion, nach Behamgllwvon Lymphozyten mit Natrium-
Butyrat (NaB, 5mM). Genutzt wurde unter anderem ligeite nur noch selten verwendete
Methode der ,premature chromosome condensation‘e dDSB indirekt Uber
Chromsomenaberrationen (Chromsomen-Briche) naché&OILOV et al, 2000). Eine
etwas jungere Studie untersuchte parallel zu humavielanomzellen auch menschliche
Lungenfibroblasten, konnte jedoch in letzteren &etbnahme der DNA-Reparaturkapazitat
oder eine Anderung der Expression von DNA-Repapatieinen feststellen (MUNSHit al,
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2005). In einer Studie Uber die Radiosensibilisigrivon Zervix- u. Colon-Ca-Zelllinien
durch den HDAC-Inhibitor ,PCI-24781" wurden para&lieuch Fibroblasten untersucht und
aus den Ergebnissen eine nur geringere Strahlemathgtikeit nach Substanzinkubation
postuliert. In der Studie wurden Tumor- und Normeén unterschiedlichen
Behandlungsschemata unterzogen, so wurden z.B. WNmrmalzellen bei den
Koloniebildungstests nur mit einer Dosis bestraflANUELOS et al, 2007). Eine
amerikanische Arbeitsgruppe fand eine verringektetglitat* (in der Studie definiert als
20% Gewichtsverlust) ben vivo Ganzkorper-Bestrahlungen von Mausen unter Behagdlu
mit den HDAC-Inhibitoren VA und TSA vor oder sogaach Bestrahlung (BROWIt al,
2008).

Starke Evidenz in der Literatur gibt es jedoch &ime erhOhte Strahlensensibilitdt von
Krebszellen unter Behandlung mit HDAC-InhibitoreRraktisch alle verd6ffentlichten
Arbeiten mit Krebszellen zeigen eine Beeintrachigyuder DSB-Reparatur durch HDAC-
Inhibitoren. Es bleibt zu spekulieren, ob das statkngleichgewicht in der Anzahl der
Publikationen mit einer Vielzahl an Studien zu Ksadllen und nur wenigen, hier
dargestellten Arbeiten, mit zudem kontroversen Ratm zu Normalzellen die tatsachlich
durchgefuihrten Studien widerspiegelt oder ob es sicht viel mehr um ein gutes Beispiel

des vielkritisierten ,publication-bias” handelt.

Eine Ubersicht tber die bisher veroffentlichen ®tnd die auch Normalzellen im
Zusammenhang mit HDAC-Inhibitoren untersucht haliedgt sich in Tab. 11.

Berichte Uber eine Zunahme der Malignomhéaufigkeiteu Therapie mit epigenetisch
wirksamen Substanzen gibt es aufgrund der kurzesb&®tungszeit noch nicht. Lediglich
Valproat als gangiges Antiepileptikum findet beseseit langem eine breite Anwendung unter
anderem zur Prophylaxe von Krampfanfallen bei Hinmbren, so dass man retrospektiv
Daten zur kombinierten Radio- und Valproattheragigeben kann. Ergebnisse einer solchen
Untersuchung wurden anlésslich der 50. Jahrestageangmerican Society for Therapeutic
Radiology and OncologyASTRO) als Abstract verdffentlicht und sprechém &in leicht
besseres Therapieansprechen unter Valproat-Komajitee(BARKERet al, 2008). Derzeit
lauft eine prospektive klinische Studie, bei detidtden mit Glioblastoma multiforme eine
Kombinationstherapie von Valproat mit dem alkylimten Zytostatikum Temozolomid
erhalten, sowie eine fraktionierte Bestrahlung &@tGy. Parallel wird zum ersten Mal der
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Acetylierungsstatus in  PBMCs protokolliert (NCI-@80112, www.cancer.org,
(CAMPHAUSEN et al, 2007)).

Bislang konnte man bei mit Valproat behandeltendpgie-Patienten keine Zunahme der
Krebshaufigkeit feststellen (SINGHet al, 2005), wobei man natirlich erst seit der
Entdeckung der epigenetischen Komponente (GOTTLIRH& al, 2001) auch die
spezifischen Auswirkungeim vivo untersuchen kann. Ob das bekannte und immer wieder
bestétigte teratogene Potential von Valproat im adusenhang mit epigenetischen
Modifikationen steht, bleibt noch zu zeigen (MEAD@Ral, 2009; ORNOQY, 2009) .

In der vorliegenden Arbeit wurden zum ersten MahfftHDAC-Inhibitoren unter
vergleichbaren Bedingungen an menschlichen Norrbalzgetestet. Zunachst interessierte,
ob bereits die Substanzen selbst zu einer ZunatengH2AX-Foci-Zahl fuhren wirden,
entsprechend einer Substanz-induzierten direkteniadirekten DNA-Schadigung.

Die geringe Schwankung in der Anzahl ¢el2AX-Foci vor Bestrahlung, die sich fir alle
Substanzen bis auf eine Ausnahme zeigte, deutetia@fgute Vergleichbarkeit des basalen
Schadigungsniveaus und damit der einzelnen Expatamin. Lediglich fur MS275 zeigte
sich unter Substanzbehandlung ein hochsignifikafuter0,001) Anstieg awyH2AX-Foci im
Vergleich zur scheinbehandelten Kontrolle. Diesestfeg kdnnte als Ausdruck einer durch
MS275 induzierten genomischen Schadigung gewertsdem. Fur MS275 hat man in
Tumorzellen eine Induktion reaktiver Sauerstoff$pez(reactive oxygen species, ROS)
nachgewiesen (ROSAT®t al, 2003). Die eigenen Resultate deuten auf einenselehen
Effekt in menschlichen Hautfibroblasten hin. Inligisem Widerspruch hierzu stehen die
Resultate einer schwedisch/amerikanischen Arbeipggg, die zwar nicht fir MS275, jedoch
fur SAHA eine Akkumulation von ROS in Tumorzelleaahweisen konnte (UNGERSTEDT
et al, 2005). Dieselbe Arbeitsgruppe konnte jedoch fikH& keine Zunahme der
Schadigung (ROS-Akkumulation / Caspase-Aktivitéiggrung) fir Normalzellen
feststellen. Obwohl fir SAHA auch in anderen Quekgne ROS-Induktion in Tumorzellen
beschrieben wurde (RUEFL$t al, 2001), zeigt die Auswertung der eigengi2AX-
Focusanalyse kein signifikant erh6htes Schadigwtgspal vor Bestrahlung und deckt sich
damit mit den Ergebnissen von Ungerstetlt al. Da aber eine minimale Zunahme der
Schadigung beobachtet wurde, schlielen die eigéirgebnisse eine nicht-signifikante
Induktion von DSB durch SAHA nicht aus.

Reaktive Sauerstoffspezies stellen eine grof3e Geflatiogener DNA-Schadigung dar. In

Zellen, bei denen die natirlicherweise vorkommen8ehutzmechanismen (enzymatische
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und nichtenzymatische Radikalfanger) gestort samckicht die Schadigung oft ein Niveau,
das zur Apoptose fiihrt. Oxidierte Basen werden aterweise durch Glykolasen entfernt, so
dass abasische Stellen in der DNA entstehen. Agahia/Apyrimidinische (AP) -
Endonukleasen schneiden an diesen Stellen und gemzeldinzelstrangbriiche. Nicht oder
falsch reparierte Einzelstrangbriiche konnen zu D@Ben, die inyH2AX-Foci-Bildung
resultieren. Durch Beeinflussung des intrazellul@Redox-Gleichgewichts und deregulierte
DNA-Reparaturmechanismen kdénnen HDAC-Inhibitoren ezheblichen oxidativen DNA-
Schaden fiuhren (EOT-HOULLIERt al, 2008). Wéahrend in Tumorzellen diese Effekte
erwunscht sind, so gehéren sie zu den gefurchfdebenwirkungen in Normalzellen. Die
Zunahme des basalen Schadigungsniveaus bei MS#¥s, féir die Induktion von ROS
bekannten Substanz, sollte also zu groRer VorsioBbesondere bei langerfristiger
Anwendung mahnen. Weiteri@ vivo Studien mussen zeigen, inwieweit die Effekte fur
bestimmte Zell- und Gewebetypen spezifisch sin@ Datsache, dass die Ergebnisse in der
hier vorliegenden Arbeit fir SAHA keine solche Zbne der basalenyH2AX-
Fociexpression zeigen, sollte vor dem Hintergrunidzmpiell ahnlicher Mechanismen und
einer gezeigten Beeinflussung der ROS in Tumomalgenfalls zunachst in weitergnvitro
undin vivo-Studien untersucht werden, ehe man eine Schadigemgchlicher Normalzellen
ausschliel3en und von einer selektiven Schadigungrumorzellen sprechen koénnte.
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Substanz L Methoden/
(Konzentration) Zelllinie Endpunkie® Resultate Referenz
Natrium-Butyrat PBMC “premature-chromosome- Zunahme an chromosomalef{STOILOV et
(5 mMm) condensation” Aberrationen al., 2000)
Natrium-Butyrat MRC-9 Klonogenes Uberleben  Keine Anderung der DNA- (MUNSHI et
(3 mM) (Primére Reparaturkapazitat oder de al., 2005)
Lungenfibrobla mRNA-Level von DNA-  Expression von DNA-
sten) Reparatur-Proteinen Reparaturproteinen
Natrium-Butyrat Humane Wachstum NaB: Reversibler, TSA: (SAUNDERS
(0 —3mM) epidermale irreversibler Wachstums- et al, 1999)
Keratinozyten  Differenzierung Arrest. Abfall des mMRNA-
TSA (HEKS) Levels fur cdkl, Anstieg fur
(0 —1pM) transglutaminase type | gene
(TG1)
SAHA WI38, Zell-Viabilitat; Caspase- Keine Akkumulation von (UNGERSTED
(1,25-20uM) Hs578Bst Aktivitat; Akkumulation  ROS, keine Caspase- T et al, 2005)
(Humane ROS Aktivitat in den
MS275 Lungen- bzw. Normalzellen
(1,25-20uM) Brust-
fibroblasten)
AN-1/ AN-9 Primare humane MTS Zell-Vitalitatstest Primare Astrozyten zeigten (ENTIN-MEER
(100 uM, Astrozyten wenig Apoptose (20 % et al, 2005)
200uM) Apoptose Assay Zelltod bei 20uM AN-9
fur 48 h).
AN-1:
butyroyloxy-methyl Zellwachstum
butyrate konzentrations-
abhangig inhibiert.
AN-9:
pivaloylomethyl
butyrate
PCI-24781 Priméare human¢ Klonogenes Uberleben  Geringe Abnahme des (BANUELOS
(0,3uM, 3 uM) Haut- Uberlebens (mit einem dos: et al, 2007)
fibroblasten yH2AX Focusanalyse modifying factor (hier DEF)
(Passage 31) von 1,1 bei dem Maximum
von 3uM PCI-24781)
WenigeryH2AX-Foci im
vergleich zur unbehandelte
Kontrolle
SAHA (10 uM) Primére humane yH2AX Focusanalyse Signifikante Zunahme an  Diese Arbeit
TSA (0,1 uM) Hautfibro-- yH2AX Foci/Zellkern fiir
MS275 (8 uM) blasten Klonogenes Uberleben  SAHA, MS275, NaB
VA (2 mM) (Passage 11-
NaB (5 mM) max. 20) Abnahme des klonogenen

Uberlebens mit einem DEF
von 1.22 — 2.03

Tab. 11 —Literaturtibersicht Gber thematisch relevante Stodiie Normalzellen im Zusammenhang mit
HDAC-Inhibitoren untersucht habeh.Nur die verwendeten menschliche Normalzelllinéer Studien sind
angegeben und mit ihnen verknipfte Methoden.
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Die Analyse der DSB-Reparaturvorgange mittels \d¢2AX-Focusanalyse ergab fir die
Substanzen SAHA, MS275 und NaB teils hochsignifigadnterschiede in der Anzahl der
verbliebenenyH2AX-Foci. Nach Subtraktion der in den unbestrahlkontrollen gezéhlten
Foci ergab sich bei keiner Substanz eine signifikatunahme der Anzahl dgeH2AX-Foci
zum Zeitpunkt der Induktion, hier als 30 min poRt gewertet. HDAC-Inhibitoren fihren
unter den eingangs beschriebenen Mechanismen zuflogkerung” des Chromatins.
Prinzipiell gibt es zwei Hypothesen, wie sich dasrstarkte Vorhandensein von
euchromatischen Regionen auf die DSB-Induktion a@lksw konnte. Betrachtet man das
Chromatin bildlich dargestellt als normalerweisg gepacktes ,,Garnknauel®, so kdbnnte man
annehmen, dass bei einer Auflockerung sich auclZigistrukturen vergrof3ern und so mehr
DSB induziert werden kénnten. Die eigenen Beobawjdn der Anzahl der bestrahlungs-
induzierten Foci kdnnen jedoch auch biologisch-raedtisch wie folgt interpretiert werden:
Die zur Schadigung fuhrenden Sekundéarpartikel sm@&rofRenvergleich zum Chromatin viel
kleiner, ebenfalls lassen auftretende Streueffekid Diffusionsprozesse der raumlichen
Struktur keine Bedeutung fur die Anzahl der indrizie DSB zukommen, dass von keiner

Zunahme der bestrahlungs-induzierten Foci auszugeshe

Die Substanzen SAHA, MS275 und NaB fuhrten zu $kpmt mehryH2AX-Foci in den
analysierten spaten Reparaturzeitpunkten (5, 8 24hdh). Zwei weitere getestete HDAC-
Inhibitoren, TSA und VA zeigten keine signifikanErhdhung der Foci-Anzahl (TSA nur
nach funf Stunden). Betrachtete man zuséatzlich Ildiston-Acetylierungsanalysen im
Western-Blot, so fallt auf zum einen auf, dass MA schwéacheres Signal lieferte, als die
parallel getesteten Substanzen SAHA, MS275 und MaB1 anderen, obwohl TSA in einer
literatur-Ublichen Konzentration getestet wurde PEAEU et al, 2003), ergab sich auch
nach vielfaltiger Wiederholung der Western-Blots aine minimalste Hyperacetylierung, die
deutlich geringer war, als die im Vergleich durchAHA ausgeloste. Fir ein
Erklarungsmodell bedarf es einer Zusammensicht &egebnisse mit denen der
Koloniebildungstests.

In der Analyse des klonogenen Uberlebens zeigte f§icalle getesteten Substanzen eine
Abnahme der Uberlebensfraktion im Vergleich zu sdbhehandelten Kontrollzellen. Die
Tatsache, dass auch TSA und VA trotz nicht sigmiféa Erhhung der yH2AX-Foci-Anzahl
zu einem verminderten Uberleben fiihren, lasst gighdurch die unterschiedlich langen
Inkubationszeiten erklaren. So waren die ZellelKmoniebildungstest insgesamt 48 h langer
den HDAC-Inhibitoren ausgesetzt, als in der Focakee. Marchioret. al. schreibt, dass
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Valproat eine vergleichsweise relativ lange Inkidrazeit bendtigt, bevor Effekte
nachweisbar sind (MARCHIONet al, 2005), zumal VA in anderen Studien in hdheren
Konzentrationen verwendet wurde (2 mM in dieseredtlb — 10 mM in (DEFOOR'Et al,
2006)).

Unterschiede in den ermittelten Uberlebensfraktiokénnen sich durch die chemischen
und pharmakologischen Spezifitaten der HDAC-Inbitdh erkléren. So zeigten die chemisch
sehr ahnlich aufgebauten Substanzen VA und NaB sefthahnliche Uberlebenskurven.

Es zeigte sich also, dass die Beeinflussung der-R&Baraturfunktion ein generelles
Phanomen der untersuchten HDAC inhibierender Sobstaist.

5.4 Histondeacetylase-Inhibierung und 53BP1

Das Protein 53BP1 ist wie beschrieben ein haufigveadeter zusatzlicher Marker von
DSB und kolokalisiert gut mitH2AX, bis auf einige wenige seltene, hier nichtewante
Ausnahmen. So ware bei der kombinierten 53BP1 wWhiZIAX-Focusanalyse eigentlich ein
ahnlicher Verlauf der Reparaturkinetik zu erwarggawesen. Die in Abb. 19 dargestellten
Ergebnisse zeigen jedoch, dass unter dem EinflassM5275 zunachst weniger 53BP1 als
vyH2AX-Foci gebildet werden, sogar weniger, als irhesnbehandelten Zellen. Erst im
Verlauf der weiteren Reparatur erreicht die Anzddi 53BP1-Foci das Niveau dgi2AX-
Foci. Im Gegensatz hierzu verlauft die Kinetik endscheinbehandelten Vergleichszellen wie
erwartet fast identisch. Diese zun&chst merkwurigscheinende Beobachtung lasst sich
jedoch gut mit Ergebnissen einer amerikanischen eibggruppe um G. Kao in
Ubereinstimmung bringen. Sie konnte zeigen, da®®P33und HDAC4 interagieren. So
fuhrte die RNAIi vermittelte Inhibition von HDAC 4uzeiner drastischen Abnahme der
53BP1-Foci (KAOQet al, 2003).

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit las$simer vermuten, dass die Inhibition von
HDACSs auch partiell die Formation von 53BP1 veratigateressanterweise jedoch inhibiert
MS275 HDAC 4 nur schwach (WIT&t al, 2008). Eventuell spielt daher die HDAC 5 hier
die entscheidende Rolle: Sie weist eine hohe Strbkiologie zu HDAC 4 auf, jedoch
fehlen Daten zum Inhibitionsprofil von MS275 in Hlick auf HDAC 5 (vgl. Tab. 3). In der
Arbeit von Kao wurden neben HDAC 4 jedoch nur HD2@. 6 zuséatzlich untersucht. Die
Beschreibung der noch hypothetischen Interaktioisdven HDAC 5 und 53BP1 ware daher
ein interessanter Ansatz fur Uber diese Arbeit isgahende Experimente. Die Interaktion



Diskussion Seite 94

zwischen der Inhibition der HDACs und 53BP1 konmi@ wichtiger mechanistischer

Baustein fur die beobachtete Radiosensitivierumng se

5.5 Bedeutung der Ergebnisse flr die Klinik

Als zentrales Ergebnis dieser Arbeit muss festgehalerden, dass die epigenetische
Modifikation durch HDAC-Inhibitoren auch in humanéwormalgewebszellen die DSB-
Reparatur biologisch relevant einschrankt. Die ndawest partielle Inhibition der DSB-
Reparatur ist nicht auf epigenetisch vorgeschadmtéartete Zellen beschrankt, wie héaufig
irrefihrend behauptet wird, sondern kann auch inmaten Zellen ohne epigenetische
Defekte beobachtet werden.

Eine eingeschrankte DSB-Reparatur jedoch fuhrtAdkumulation von DNA-Schaden, so
dass eine Zelle in Abh&ngigkeit der Schadigungesteinéalls proliferationsinaktiv wird oder
in die Apoptose geht oder im schlimmsten Fall ded&im der unkontrollierten Proliferation

erreicht: Die Entwicklung von Krebs.

Auf den Erkenntnissen epigenetischer Regulationebasde Therapieverfahren gehéren
ganz sicher zu den spannendsten und vielverspresteen Therapieansatzen. Insbesondere
bei Krebserkrankungen, wenn andere Therapien vensa@nn die induzierte epigenetische
Modifikation fir bisher einige wenige Patienten kteter Hoffnungsschimmer sein.

Aber man sollte nie vergessen, dass es sich unmagh sehr experimentelles Verfahren
handelt, bei dem grol3e Teile der zugrunde liegemMdiechanismen noch unverstanden sind.
Angesichts eines stéandig wachsenden Interessevamgggenommener Akzeptanz in der
Klinik sollten die vorliegenden Ergebnisse jedoahn Yorsicht mahnen.

Eine nicht nur auf Krebszellen beschrankte Einstkuég der DSB-Reparatur bedeutet ein
generell erhdhtes Risiko fur das Auftreten von (dxalignomen unter der Therapie mit
HDAC-Inhibitoren. Wie bei Chemo- oder Strahlenthgea Ublich, so missen Patienten in
Zukunft beim Einsatz epigenetisch modifizierendelbSanzen, insbesondere bei HDAC-
Inhibitoren, Uber das genotoxische Potential adégekverden. Unter Therapie mit HDAC-
Inhibitoren sollte eine Strahlenexposition z.B. Rahmen der klinischen Diagnostik so weit
wie mdglich vermieden werden.

Die Entwicklung neuer, spezifischer HDAC-Inhibitareind die weitere Entschlisselung
des epigenetischen Codes werden dazu beitragenRidiken besser zu verstehen und

Nebenwirkungen zu vermeiden. Langzeitstudien anrehieund Menschen werden
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ermoglichen, das tatsachliche Risiko besser eitéizen. Bis dahin missen Arzte eine
besonders griindliche Risiko/Nutzen-Abwagung insheésie bei Langzeitapplikation z.B. im
Rahmen chronischer Erkrankungen wie Rheumatoidtrifis (CHOOet al, 2008) oder in
der padiatrischen Onkologie (FRUHWALE al, 2008) vornehmen.
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