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1 Einleitung
Alkylierungsschaden in der DNA und ihre biologische Bedeutung

Die genomische Stabilitat von Zellen und Organismen wird stdndig durch
Strukturveranderungen in ihrer DNA geféahrdet. Dies kann sowohl das Schicksal von
einzelnen terminal differenzierten Zellen beeinflussen, aber auch, falls Stamm- oder
Keimzellen betroffen sind, negative Einflisse auf die Integritat der Nachkommen
oder der entsprechenden Zell-Lineage haben. Zu solchen Veranderungen gehoren
auch DNA-Alkylierungsschaden, die entweder durch endogene Prozesse entstehen
oder durch exogene Noxen induziert werden kénnen. Endogen entstehen sie haufig
durch sekundare Amine, den Nitrosaminen, die beispielsweise als Abbauprodukte
aus Oxidationsschaden (Lipidperoxidation) entstehen oder aus Metaboliten des
Zellstoffwechsels hervorgehen konnen wie dem S-Adenosylmethionin (Rydberg
1982, Taverna 1996, Jakszyn 2006, Fu 2012). Exogene DNA-reaktive Nitrosamine
werden unter anderem auch in Tabakrauch, in Nahrungsmitteln und im Wasser
nachgewiesen (Beranek 1990, Tricker 1991, Ministry of Agriculture 1992, Bartsch
1996, Hecht 1999, Wogan 2004). Solche DNA-alkylierenden Substanzen zeigen
sowohl zytotoxische als auch mutagene und karzinogene Eigenschaften. Besonders
gut untersucht sind in diesem Zusammenhang vor allem methylierende Nitrosamide
und Nitrosamine, wie N-Methyl-N-nitroseharnstoff (MNU) und Methyl-N-nitro-N-
Nitrosoguanidin (MNNG) oder Alkylsulfate, wie Methylmethansulfonat (MMS) sowie
deren homologen Ethyl-Verbindungen, dem N-Ethyl-N-nitroseharnstoff (ENU)
(Abb. 1).
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Abb. 1: DNA-alkylierende Verbindungen: Auswahl einiger typischer in der Tumor- und
Zellforschung eingesetzter alkylierender Verbindungen: A) Alkylalkansulfonat Verbindungen:
Methylmethansulfonat (MMS) und Ethylethansulfonat (EMS); B) N-Nitroseharnstoff Derivate:
Methylnitroseharnstoff (MNU) und Ethylnitroseharnstoff (ENU); C) N-Alkyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin
Verbindungen: N-Methyl-N-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG); R = Rest (Methyl- [CH;] oder Ethyl- [CH-
CHa] (Knippers 2006).
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Bei der Reaktion von methylierenden Nitrosamiden wie MNU mit Wasser, entstehen
intermediar kurzlebige, hochreaktive Methyl-Diazonium-lonen, die Uuber eine
sogenannte SN,-Reaktion (nukleophile Substitution) direkte Alkylierungen in der DNA
hervorrufen kénnen (Ford 1990, Ekanayake und Lebreton 2005). Obwohl Sauerstoff
(O)-Atome eine deutlich stéarkere Bindung alkylierender Substanzen [Oxyphilie]
ermoglichen als Stickstoff (N) — Atome, zeigen N-Verbindung mit 60-80 % aller
induzierbaren Alkylierungsschaden den weitaus hdchsten Anteil (Beranek 1990, Lu
2005). Dabei sind vor allem die Positionen N’ des Guanins (N’-meG), N*® des
Adenins (N3 -meA) und N2 des Guanins (N*-meG) durch methylierende Substanzen
am starksten betroffen. Aul3erdem wird haufig die Phosphatgruppe zwischen den
Zuckerresten alkyliert und es bilden sich Alkyl-Phosphotriester-Verbindungen (Dipple
1995). Mit deutlich geringerer Haufigkeit entstehen auch O-Alkylierungsschaden an
den Positionen O° des Guanins (O°-meG) sowie an der O* und O*Position des
Thymins (O*-meT, O*meT; siehe Abb. 2) (Beranek 1990, Drablgs 2004).

Abb. 2: MNU-induzierte Alkylierungsschaden an DNA-Basen: Die Abbildung zeigt die am
haufigsten induzierten Alkylierungsschaden durch MNU an den unterschiedlichen Positionen in der
DNA an. Es kdnnen am Adenin (A) — Thymin (T) (A) Basenpaar sowie am Guanin (G) --- Cytosin (C)
(B) bis zu 15 verschiedene Schadenstypen durch alkylierende Substanzen auftreten. Die
prominentesten Schaden stellen dabei N-Alkylierungen (rot), wie z.B. N’-Methylguanin (60-80 %) und
N°-Methyladenin (7 %) oder O-Alkylierungen (griin), wie O°-Methylguanin (8 %) dar. Andere seltene
Alkylierungsschaden (W) sind z.B. O*Methylthymidin (.0,4 %), O>-Methylthymidin (0,1 %), O%
Methylcystein (< 0,1%) und andere betroffene N-Positionen (1 %) (modifiziert nach Drablos 2004, Fu
2012).
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Trotz der geringen Bildungsrate von O-Alkylierungsschaden wird speziell dem O°-
meG wegen seines mutagenen und karzinogenen Potentials eine weit bedeutsamere
biologische Wirkung zugeschrieben als den N-Alkylierungsschaden (Gerson 2004,
Roos 2004, Kaina 2007, Fu 2012). Das mutagene Potential des O®-meG entwickelt
sich aus einer Basenfehlpaarung wahrend der Replikation (Pegg 1984). Eine
Alkylgruppe an dem O°-Atom des Guanin veréandert die Basenpaarung durch den
Verlust einer Wasserstoffbrickenbindung, so dass wéhrend der Replikation im
neusynthetisierten Strang féalschlicherweise ein Thymin anstelle eines Cytosins
eingebaut wird. Es entsteht eine O°-meG:T Basenfehlpaarung. Ohne Reparatur fiihrt
diese Fehlpaarung in der nachsten Replikation einerseits zu einer erneuten O°-
meG:C > 0°%meG:T Fehlpaarung in der nachfolgenden Tochterzelle, andererseits
zu einer persistierenden G:C nach A:T Mutation im Genom. Dieser Prozess scheint
die Hauptursache fiir die mutagene Wirkung von O°-G-alkylierenden Substanzen zu
sein (Margison 2002) (Abb. 3).
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Abb. 3: Mutagene Effekte durch O°-meG-Schaden nach der Replikation: Bei Abwesenheit
spezifischer Reparatursysteme fiir O°-meG kénnen wahrend der ersten zwei Replikationszyklen
sowohl zytotoxische Vorgange als auch Mutationen ausgeldst werden. Dabei verursacht ein O%-meG
in der DNA (blau) nach der ersten Replikation zunachst eine 0°meG:C>0°%meG:T
Basenfehlpaarung, die nach der zweiten Replikation in je einer der vier Tochterzellen eine weitere O°-
meG:C->0°%-meG:T Basenfehlpaarung (blau/rot) und zudem eine A:T Mutation (rot) induziert.

Neben seiner mutagenen Wirkung ist auch der zytotoxische Effekt von
persistierenden O°-meG-Addukten lange bekannt, ohne das man diesen auf

vergleichsweise einfache Mechanismen wie einer Transkriptionsblockade
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zurlickfuhren kann. Die derzeit gultige Hypothese zur zytotoxischen Wirkung dieser

DNA-Lasion ist relativ komplex und wird in Kap. 1.3.1 ndher erlautert.

1.1 Reparatur von Alkylierungsschaden in der DNA

Viele der durch Basenalkylierung induzierten strukturellen Verénderungen in der
DNA sind von grof3er Bedeutung, da sie nicht nur zytotoxische sondern auch
mutagene und karzinogene Effekte im Organismus auslosen kénnen. Werden diese
Schéaden nicht repariert, kann es durch die Entstehung von Mutationen zu
chromosomalen Verédnderungen kommen, die eine Progression von malignen
Transformationen beguinstigt oder aber zum Zelltod fiihrt (Sugasawa 1998). Deshalb
ist die Reparatur solcher Schaden fir das Uberleben des Organismus essenziell. In
den letzten Jahren sind viele unterschiedliche Reparatursysteme entdeckt worden,
die sich in Komplexitat, Spezifitdt und Effizienz unterscheiden (Liu und Gerson 2006).
Sie kbnnen DNA-Schaden entweder direkt Gber kleine Reparaturproteine oder mit

Hilfe komplexer Reparaturwege entfernen (Abb. 4).

< Radio - and Replication Alkylating Reactive-o en
Causes: chemotherapy UV light errors agents spec‘exsyg
Hydrolytic l l
reactions

\

bw

Damage type: Double-strand Helix- Mismatches 0O6-alkyl- Single-strand Base damage
breaks distorting ,insertions,  guanine breaks (many types)
damage deletions

Repair systems: DSBrepair  Nucleotide  Mismatch Direct Single-strand Base excision
(HR, NHEJ) excision repair reversal break repair repair
repair

Plus DNA-damage signaling systems

Abb. 4: Ubersicht zu den verschiedenen DNA-Schadenstypen und den wichtigsten zugehdrigen
Reparatursystemen: Jedes Reparatursystem besitzt ein Spektrum an DNA-Schaden, die effizient
repariert werden kénnen. In der Grafik dargestellt sind die heute bekannten Reparatursysteme sowie
deren individuellen DNA Modulatoren, die spezifische DNA-Schaden induzieren und von dem
jeweiligen Reparatursystem erkannt und repariert werden (Jackson 2012).
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Fiir die Reparatur von O°-meG sind verschiedene Reparaturwege bislang bekannt,
die sowohl pra- als auch post- replikativ eingreifen kbénnen (siehe Kap. 1.2.2). Zudem
ist ein Zusammenspiel mehrerer Reparatursysteme an der Entfernung dieses
Schadenstyps mdoglich. Eine wichtige Rolle spielt dabei moglicherweise der
Nukleotid- Exzisions-Reparaturweg (siehe Kap. 1.3.3).

1.2 Direkte Reparatur von DNA-Schaden
1.2.1 AIkB Homolog (a-ketoglutarat abhangige Dioxygenase)

Das AIkB Homolog gehért zu den a-ketoglutarat und Fe(ll)-abhangigen
Dioxygenasen. Die humanen AlkB Homologe ABH2 und ABHS3, die analog zu alkB
aus E. coli sind (Kaina 2007), spielen eine grof3e Rolle bei der Entfernung von N-
Alkylierungsschéaden. Vor allem Methylierungen an den Positionen N des Adenins
(N*-meA), N2 des Cytosins (N3-meC), N® des Thymins (N*-meT) und N* des Guanins
(N*-meG) werden von ABH2 und ABH3 erkannt. Dabei bindet das ABH2 mit héherer
Praferenz an Doppelstrang-DNA, ABH3 besser an Einzelstrang DNA/RNA. Die
Reparatur erfolgt Uber eine oxidative Demethylierung der Alkylgruppe, so dass die

urspringliche Basenpaarung wiederhergestellt wird (Abb. 5).
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Abb. 5: Reparatur von N-Alkyl-Schaden durch ABH2 und ABH3 Reparaturproteine: Uber
oxidative Demethylierung werden die N-Alkyl-Schaden entfernt (Fu 2012).

1.2.2 Methyl-Guanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)

Bei der Entfernung von kritischen Lasionen wie O-Alkylierungsschaden ist eine

schnelle und effiziente Reparatur von entscheidender Bedeutung, durch die das




Einleitung

Uberleben der Zelle und des Organismus gesichert wird. Frilhe Untersuchungen von
Samson et al. (1988) in E. coli beschreiben eine Reparatur von O°®-meG-Schaden
durch die bakterielle DNA-Methyltransferase (ada Protein). Die Entfernung der
Lasion erfolgt dabei Gber eine Einzelschrittreparatur, bei der die Methylgruppe an der
geschadigten Base entfernt wird. Spater ist als funktionelles Homolog zu ada in
Eukaryoten das Reparaturprotein O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)
beschrieben worden. Das MGMT-Protein erkennt in der Doppelstrang-DNA
spezifisch Alkylgruppen an der O°-Position vom Guanin und Ubertragt diese Reste
auf ein internes Cystein im aktiven Zentrum. Durch diese Reaktion wird die MGMT
irreversibel  inaktiviert  (Suizid-Protein) und  nachfolgend durch einen
Ubiquitinierungsprozess Uber das Proteasom degradiert (Srivenugopal 1996, Xu-
Welliver und Pegg 2002, Mollwitz 2012) (Abb. 6).

Cysteine Cy stcmc
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H

0O%-Methylguanine

Deoxyribose
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Abb. 6: MGMT-gekoppelte Reparatur von O°meG in der DNA: Durch den Transfer der
Methylgruppe auf das Akzeptormolekiil Cystein im aktiven Zentrum der MGMT wird der O°meG-
Schaden behoben. Die MGMT wird durch die Bindung inaktiviert und degradiert (Silber 2012).

Die MGMT ist vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert und wird erst nach DNA-
Alkylierung Uber ein Holoprotein in den Zellkern rekrutiert (Lim 1996). Die Effizienz
der MGMT-Reparatur hangt ab von der akuten Anzahl an O®-meG-Addukten sowie
vom zellularen Proteinvorrat und von der jeweiligen Neusyntheserate. In einer
ganzen Reihe von Studien ist gezeigt worden, dass die MGMT-vermittelte Reparatur

von O°-meG die mutagenen und karzinogenen Effekte von alkylierenden Nitroso-
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Verbindungen erheblich reduziert (Dolan 1990, Pegg 1990). Umgekehrt fuhrt ein
Verlust der zellularen MGMT-Aktivitat zu schweren Folgen fir die Zelle durch einen
erhohten Zelltod in schnell proliferierenden Zellen (Knochenmark, Thymus) und ist
assoziiert mit Apoptose und chromosomalen Veranderungen (Schwester-Chromatid-
Austausch (SCE)) (Kaina 1985, Fu 2012). Dies ist auch in MGMT-knockout Mausen
bestatigt worden, welche zwar keinen auffalligen Phanotyp zeigen, aber eine hohe
Sensitivitat gegentber den genotoxischen Effekten methylierender Agenzien
aufweisen. Dies manifestiert sich in deutlich erhéhten Mutations- und Tumorraten im
Vergleich zu entsprechenden Wildtypméausen (Glassner 1999, Kaina 2007). Dieser
Effekt kann auch fur die Tumortherapie eine wichtige Rolle spielen, da die
Expression der MGMT nicht nur im Normalgewebe stark variiert, sondern auch
zwischen Normal- und Tumorgewebe (Margison 2003). Als ein effizienter Inhibitor
der MGMT ist in den 90er Jahren das Substrat O°-Benzylguanin (O°-BG) etabliert
worden. Als nicht-toxisches Guanin-Analog blockiert O°%-BG die MGMT durch
Bindung an deren aktiven Zentrum und sorgt fur eine dauerhafte Inaktivierung der
MGMT (Dolan 1990).

1.3 Behebung von DNA-Schaden durch komplexe Reparatursysteme
1.3.1 Mismatch-Reparatur (MMR)

Entstehen durch Replikationsfehler, Oxidations- und Methylierungsprozesse
Basenfehlpaarungen in der DNA, wird die Mismatch-Reparatur (MMR) initiiert
(Modrich und Lahue 1996, Umar und Kunkel 1996, Christmann 2003). Die MMR
erkennt dabei sowohl Fehlpaarungen unmodifizierter Basen (wie G:T, A:C oder C:C)
als auch durch chemische Modifikation hervorgerufene Helixstrukturanderungen wie
bei 8-oxo-Guanin-Schaden (8-o0xoG:C) (Colussi 2002). Die MMR scheint auch bei
der Erkennung und Prozessierung von O°-meG-induzierten Basenfehlpaarungen
eine wichtige Rolle zu spielen und greift vor allem auf die post-replikative O®-meG:T
Situation zu (Duckett 1996, Quiros 2010). Die Schadenserkennung erfolgt tber die
Phosphorylierung des MutSa Komplexes, bestehend aus den Proteinen MSH2 und
MSH®6, der an die geschadigte DNA-Stelle bindet (Kaina 2007). Im weiteren Verlauf
rekrutiert MutSa den MutLa Komplex, zusammengesetzt aus den Komponenten

PMS2 und MLH6 und entfernt im neusynthetisierten Strang mit Hilfe der
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Exonuklease | die modifizierte Base, zusammen mit einer grof3en Anzahl
benachbarter Nukleotide (Genschel 2002). Die Neusynthese erfolgt dann Utber die
DNA-Polymerase 5 (Pol 8) (Longley 1997) (Abb. 7). Bei bestehenden O°®-meG:T
Basenfehlpaarungen in der DNA versucht das MMR-System das Problem zu
beheben, indem die Exonuklease | den Thymin-Rest entfernt und die Polymerase &
wiederum erneut ein T gegeniiber O®-meG einbaut. Durch diese wiederkehrenden
Reparaturzyklen (“futile repair cycles®) werden langanhaltende, ausgedehnte
Einzelstrangbriche induziert, die im weiteren Verlauf zu Doppelstrangbriichen und
der Induktion von Apoptose filhren kdnnen (Margison 2002, Roos 2004). Fur die
Tumortherapie stellt die Funktionalitét der MMR offenbar einen wichtigen Indikator
dar, denn die Expression der MutSa Komponenten korreliert mit der Sensitivitat
gegen alkylierende Agenzien (Kaina 2007).

Pa Mismatch
N

Mismatch recognition
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EXO1
N A 4
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DNA polymerases Ligation

Q0O

Abb. 7: Reparatur von Basenfehlpaarungen durch die Mismatch-Reparatur: Der MutSa
(MSH2/MSH6) Komplex ist der Initiator in der Schadenserkennung. Er leitet durch Bindung an den
MutLa (MLH1/PMS2) Komplex die Exzision der fehlgepaarten Base Uber die Exonuklease | ein.
AbschlieBend erfolgt die Neusynthese und Ligation des neusynthetisierten Stranges Uber die
Polymerase & (modifiziert nach Martin und Scharff 2002).
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Umgekehrt fiihrt ein funktioneller Ausfall der MMR auch bei mangelhafter Reparatur
von O°meG-Schaden sowohl bei Mausen als auch bei Zelllinien zur Toleranz
gegentuber Alkylanzien (methylation tolerance) und ist mit hohen Mutationsraten und
einer stark erhdhten Tumorinzidenz verkniupft (Karran 1996, Kawate 1998, Jirincy
2006, Kaina 2007).

1.3.2 Basen-Exzisions-Reparatur (BER)

Einen weiteren effizienten Reparaturweg fur DNA-L&sionen stellt die Basen-
Exzisions-Reparatur (BER) dar. Diese erkennt vorwiegend Basenschédigungen im
Genom, insbesondere die Alkylierungsschaden N’-meG und N3-meA (Drablgs 2004).
Aber auch spontane oder exogen induzierte Oxidationsschaden (z.B. 8-oxo-G) sowie
hydrolytische Deaminierungen und die Folgen ionisierender Strahlung stellen
Substrate fur die BER dar (Engelward 1997, Christmann 2003, Barnes und Lindahl
2004, Prasad 2011) (Abb. 8). Bei der BER erfolgt die Erkennung und Markierung des
Schadens Uber eine Glykosylase, die durch Hydrolyse der N-glykosidischen Bindung
nur die modifizierte Base entfernt, aber das Zucker-Phosphat-Rickgrat des
betroffenen Stranges zunachst intakt lasst (Scharer und Jirincy 2001, Kondo 2010).
An den dadurch entstandenen Apurin/Apyrimidin  (AP) Stellen schneiden
anschlieBend AP-Endonukleasen ein und erzeugen einen Einzelstrangbruch, an
dessen Enden ein 5‘-Desoxyribose-5-Phosphat (5°dRP) und ein 3'OH entstehen
(Wilson und Barsky 2001).

Die Reparatur dieser Licke kann nun entweder Uber den ,short patch“ oder den
.long patch“ Weg abgeschlossen werden. Bei dem ,short patch“Mechanismus wird
zunachst das 5dRP mit Hilfe der Polymerase B entfernt (Matsumoto 1995) und
anschlieBend die Licke mit einem Nukelotid resynthetisiert (Sobol 1996). Die
Ligation erfolgt entweder Uber die Ligase | oder den XRCC1-Ligase Il Komplex. Bei
der ,long patch® BER werden meist mehrere Nukleotide im geschadigten DNA-
Abschnitt ersetzt. Die Bindung von XRCC1 an die Poly(ADP-ribose)-Polymerase
(PARP) leitet dabei die Reparatur ein. Die Polymerasen & oder ¢ ersetzen in
Verbindung mit dem “proliferating cell nuclear antigen“ (PCNA) die entfernte Base
und synthetisieren eine bis zu 10 Nukleotide lange Sequenz in 5° Richtung in die

DNA ein. Defekte in der BER sensitivieren Zellen stark gegen alkylierende
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Substanzen durch Entstehung toxischer Intermediate. Die Folgen sind Strangbrtiche
und Zelltod (Engelward 1997, Kaina 2007). Untersuchungen zeigen, dass O%-meG
kein Substrat der BER darstellt (Elder 1998).
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Abb. 8: Reparatur von Basenschaden in der DNA durch die Basen-Exzisions-Reparatur (BER):
Basenschaden werden von einer Glykosylase erkannt und entfernt. Die resultierten AP-Seiten werden
anschlieBend von einer AP-Endonuklease eingeschnitten und entweder iber die short patch oder die
long patch BER repariert. Dabei werden in beiden Wegen 5dRP Intermediate entfernt und die
ausgeschnittene Base ersetzt. Die Ligation erfolgt tGber Ligase | oder den Ligase IlI-XRCC1 Komplex
(Christmann 2003).

1.3.3 Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER)

Die NER ist ein sehr effizienter und variabler Reparaturweg, der ein breites Spektrum
an unterschiedlichen DNA-Schadenstypen detektieren und reparieren kann
(Friedberg 2001, Sancar 2004, Fousteri 2008). Dazu z&hlen UV-induzierte
Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und Pyrimidin (6-4) Pyrimidon Addukte (6-4 PP),

die durch kovalente Bindung zwischen zwei benachbarten Basen die Helixstruktur
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der DNA so veréndern, dass es zum Verlust von Basenpaarungen kommt (Kim und
Choi 1995). Gleiches gilt fur 1,2-Intrastrang DNA-Verknupfungen, die durch
bifunktionale Substanzen wie Cisplatin hervorgerufen werden. Aktuelle Studien
weisen zudem auf eine Beteiligung der NER an der Reparatur von Cisplatin-
induzierten Interstrang Verknupfungen hin (Ziehe 2012). Weitere typische Substrate,
sogenannte ,bulky adducts®, hervorgerufen durch genotoxische Substanzen wie
Aflatoxin B oder Benz[o]apyren, werden ebenfalls Uber den NER-Weg entfernt
(Hanawalt 2001, Christmann 2003). Frihe Untersuchungen in E. Coli Bakterien
(Setlow 1964, Boyce 1964, Gillet und Scharer 2006) zeigen den speziellen
Mechanismus des NER-Weges auf, der nach neueren Studien auch in vielen
Eukaryoten konserviert ist (Petit und Sancar 1999, Hanawalt 2001). Dabei gleicht der

NER-Weg einem “cut and patch® Mechanismus, bei dem nach der
Schadensdetektion eine kurze Nukleotidsequenz, die den Schaden enthalt, tber
duale Inzision entfernt wird. AnschlieBend wird die Lucke mit Hilfe des
ungeschadigten Stranges als Vorlage resynthetisiert (Gillet und Schéarer 2006,
Fousteri 2008). An diesem komplexen Reparatur-Mechanismus sind (ber 30
Proteinkomponenten beteiligt (Tab. 1). Bei der NER unterscheidet man zwei
spezielle Teilwege, die globale genomische Reparatur (GG-NER) und die
Transkriptions-gekoppelte Reparatur (TC-NER).

Die GG-NER entfernt mit unterschiedlicher Effektivitdit und vergleichsweise
langsamer Kinetik DNA-Schaden aus dem gesamten Genom, wahrend die TC-NER
effizient und schnell Schaden spezifisch aus dem transkribierten Strang aktiver Gene
eliminiert (Selby und Sancar 1991, 1993). Der Ablauf beider Mechanismen ist
prinzipiell gleich, sie variieren lediglich in der Schadenserkennung und
Reparatureinleitung. Bei der GG-NER wird der DNA-Schaden durch Bindung des
DNA “damage-binding protein 1/2“ (DDB1/DDB2) -Komplexes detektiert (Wakasugi
2002), dessen Anwesenheit die Rekrutierung des XPC/hHR23B Heterodimers zur
Schadensstelle zur Folge hat (Sugasawa 1998, Wang 2007).

Im Gegensatz dazu wird der Schaden bei der TC-NER wéahrend der Transkription
durch die Arretierung der RNA-Polymerase Il am DNA-Schaden erkannt, die
daraufhin einen Komplex aus den Proteinen CSA und CSB zur Schadensstelle
rekrutiert, um die NER einzuleiten. Im weiteren Verlauf beider Mechanismen wird ein
Multi-Enzymkomplex (TFIIH), bestehend aus den Helikasen XPB und XPD sowie den
Endonukleasen XPG und XPF/ERCC1, zur Schadensstelle herangefuhrt (Volker
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2001). Die ATP-abhangigen Helikasen XPB und XPD entwinden die DNA und
ermoglichen so den Zugang weiterer Reparaturproteine zur Lasion (Evans 1997).
Dabei entstehen kurze Einzelstrang-Uberhéange (3‘ flaps), an denen RPA und XPA
binden, um den DNA-Schaden zu verifizieren (Missura 2001, Fousteri 2008).

Tab. 1. Ausgewdahlte Komponenten der NER und ihre Bedeutung in der Reparatur: (modifiziert
nach Gillet und Schérer 2006)

Protein Produkt Funktion Krankheit
(kDa)
hHR23B HR23B 43 kDa Schadenserkennung; XP (GG-NER)
XPC XPC 106 kDa Interaktion mit TFIIH, XPA,
Cen2 Cen2 20 kDa DDB
DDB1 DDB1 127 kDa Schadensdetektion; Interaktion Milde XP
DDB2 DDB2 48 kDa mit XPC
XPA XPA 31 kDa Verifizierung des Schadens, XP (TC-NER)
Interaktion mit RPA, TFIIH,
XPC, ERCC1-XPF
RPA 1-3 RPA 1-3 14-68 kDa Bindung an XPA, Interaktion Nicht lebensféhig
(3 Subtypen) mit XPG, PCNA, RFC
XPB (ERCC3) XPB 89 kDa ATP-abhangige 3‘->5’Helikase XP/CS
XPD (ERCC2) XPD 87 kDa ATP abhangige 5->3‘ Helikase
XPF-ERCC1 XPF- 103 kDa, 5° Endonuklease, Bindung an XP, FA?
(ERCC4) ERCC1 33 kDa TFIIH
XPG (ERCC5) 133 kDa 3’ Endonuklease, Bindung an XP/CS
TFIIH
RFC 1-5 RFC 1-5 38-128 kDa Bindung mit PCNA, XPA
(5 Subtypen)
PCNA PCNA 3x29 kDa
(Trimer) (261 kDa)
Pol & Pol & DNA-Polymerase,
Bindung mit PCNA
Pol € Pol € DNA-Polymerase,
Bindung mit PCNA
LIG1 Ligase 1 102 kDa DNA-Ligation XP &hnlich
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Die spezifischen Endonukleasen XPG (3-5° Aktivitdt) und XPF/ERCC1 (5'-3
Aktivitat) schneiden anschliel3end, beginnend am Schaden, eine Nukleotidsequenz
von 25-32 Nukleotiden heraus. An der entstandenen Licke bindet PCNA in
Verbindung mit dem “replication factor C* (RFC) und koordiniert mit den
Polymerasen & und ¢ die Resynthese (Gillet und Schéarer 2006). Die Ligation erfolgt
abschlieRend uber die Ligase | (Abb. 9).

DNA Damage

DNA damage
recognition

SV T

Polll

Global Genome NER \ l Transcription Coupled NER

TFIIH
Pole

Polk Pold DNA helix unwinding

kgpcm\‘ ‘

- RPA
E :;\aii)::‘thesns Li );RCC1 DNA damage verification
* Mxﬁb
RPA
3’ incision
o - IS
RPA RPA

Abb. 9: Die Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER): Die NER beinhaltet zwei distinkte
Schadenserkennungsmechanismen, die globale genomische Reparatur (GG-NER) und die
Transkriptions-gekoppelte Reparatur (TC-NER), die an der Reparatur verschiedener DNA-Schaden
beteiligt sind (Melis 2011).

5’ incision

Funktionale Defekte in einzelnen Komponenten des NER-Weges filhren zu schweren
humanen Erkrankungen wie Xeroderma Pigmentosum (XP), Cockayne Syndrom
(CS) und Trichothiodystrophy (TTD). Priméare Zellen von XP-Patienten weisen dabei
Defekte in einer der NER-Komponenten XPA bis XPG auf. Homozygot betroffene
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Personen zeigen haufig eine stark erhodhte Sensitivitat gegen UV-Strahlung sowie
neuronaler Degenerationen. XP-Patienten haben zudem ein tGber 1000-fach erhdhtes
Risiko fur Hautkrebs (de Boer und Hoeijmakers 2000, Gillet und Scharer 2006). XP-
defiziente Mause zeigen im Gegensatz dazu meist nur einen sehr abgeschwéachten
Phanotyp (de Boer und Hoeijmakers 1999, Hoeijmakers 2001).

Bei der Entfernung von kritischen O°-meG-Lésionen scheint neben der MGMT und
der MMR moglicherweise auch die NER von Bedeutung zu sein. Daten von Samson
et al. (1988) aus Experimenten an E. coli zeigen, dass neben dem MGMT-Analog
ada auch die NER-Faktoren UvrA/B/C an der Reparatur von O°-meG beteiligt sind.

1.3.4 Fanconi Anamie/BRCA-Signalweg (FA)

Die Fanconi Anadmie (FA) wurde 1927 von G. Fanconi beschrieben und stellt eine
autosomal rezessive x-chromosomale Erberkrankung dar, die mit schweren
klinischen Befunden einhergeht (Fanconi 1927, Kennedy und D’Andrea 2005, Kim
und D‘Andrea 2012). Charakteristisch sind multiple kognitive Abnormitaten,
Entwicklungsstorungen wie verkirzter Korperbau oder Daumenveranderungen sowie
fortschreitende Knochenmarkdefekte (Panzytopenie, Leuko- und Thrombozytopenie)
und erhdhte Tumorinzidenz (San Philippo 2008, Shimamura 2010). FA-Patienten
entwickeln schon im Kindesalter haufig akute Leukamien aufgrund zunehmender
Schadigungen des Knochenmarks sowie myeolide Tumoren oder Leber- und Kopf-
Hals-Tumoren im Erwachsenenalter (D’Andrea und Grompe 2003, Soulier 2011, Kim
und D’Andrea 2012). Auf molekularer Ebene beruht die FA auf einer
Keimbahnmutation, die zu einem kompletten Funktionsverlust in einem der aktuell 15
bekannten Fanconi Gene fuhrt (FancA, -B, -C, -D1, -D2, -E, -F, -G, -L, -M, -N, -0, -P)
(Garner und Smogorzewska 2011, Kim und D’Andrea 2012).

Dabei zeigen primare Zellen von FA-Patienten spontane Chromosomenbriche sowie
Hypersensitivitaten nach Gabe von Strang-verknipfenden (cross-link) DNA-reaktiven
Substanzen wie Mitomycin C (MMC), Diepoxybutan (DEB) oder Cisplatin. Dies
belegt die malRgebliche Beteiligung des FA-Signalweges auch an der Reparatur von
Interstrang ,cross-links® (ICL) und DSB in der DNA. ICL's stellen Quervernetzungen
zwischen den beiden DNA-Strangen dar, die bidirektionale Blockaden fir die
Polymerasen wahrend der Replikation und Transkription verursachen (Sancar 2004,
Schéarer 2005, O’Donell 2010).
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Der FA-Weg stellt einen sehr komplexen Mechanismus dar, der aus zahlreichen
regulatorischen Komponenten besteht. Zusammengesetzt ist dieser Mechanismus
aus einem nuklearen E3 Ligase Kernkomplex (FancA, -B, -C, -E, -F, -G, -L, -M,
FAAP20, -24 und -100), einem Chromatin-assoziierten ID (FancD2 und Fancl) -
Komplex und den weiteren Effektorproteinen FancD1/BRCA2, FancJ/BRIP/BACHL1,
FancN/PALB2, FancO/Rad51c und FancP/SLX4 (Kennedy und D’Andrea 2005,
Leung 2012). Treten DNA-L&sionen wie ICL oder DSB durch UV- oder IR-Exposition
oder durch Substanzen wie Mitomycin C, Diepoxybutan und Cisplatin wéahrend der S-
Phase (Taniguchi 2002) auf, wird der Signalweg aktiviert. Dazu monoubiquitiniert der
Kernkomplex das FancD2/I-Dimer und rekrutiert es zur Schadensstelle. Die
Monoubiquitinierung erfolgt tber das FancL-Protein in Verbindung mit der Ubiquitin
E2 Ligase (UBE2T) am Lysin 561 des FancD2-Proteins sowie am Lysin 523 von
Fancl. Unter Bildung von Reparaturfoci wird der ID-Komplex zur Schadensstelle
transloziert und leitet mit den Effektorproteinen die Reparatur ein (Knipscheer 2009,
Garner und Smogorzewska 2011) (Abb. 10).

FA core complex

FA24, it

P ey @ [®
DD —> ' , =

Switch repair

Abb. 10: Aktivierung des FA/BRCA-Signalweges in der DNA: Wahrend der S-Phase wird der FA-
Signalweg durch DSB oder ICL aktiviert. Dabei monoubiquitiniert der Kernkomplex den FancD2/I-
Komplex, der daraufhin zur Schadensstelle rekrutiert wird. Unter Beteiligung weiterer FA-Proteine wird
die Reparatur der DNA-L&sionen eingeleitet (Wang 2008).

Ausschlaggebend fur die Aktivierung des FA-Signalweges sind die beiden
Zellzykluskinasen ATM und ATR (Cortez 2001, Pichierri 2004, Kennedy 2007). Sie
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phosphorylieren mehrere FA-Proteine des Kernkomplexes sowie FancD2 und
verstarken dadurch deren Aktivierungspotential (Matsuoka 2007, Wang 2007a). ATM
wird dabei durch UV oder vorhandende DSB aktiviert, wahrend ATR nach
genotoxischem Stress Uber Bindung an RPA an vorhandene Einzelstrang-DNA
rekrutiert wird (Kennedy und D’Andrea 2005, Jones 2012).

Uber eine Beteiligung der Fanconi-Proteine an der Reparatur von
Alkylierungsschaden ist bisher wenig bekannt. Untersuchungen von Chen et al.
(2007) beschreiben, dass ein Ausfall von FancD2 zu einer erhfhten Sensitivitat
gegenuber TMZ fuhrt. Auch Arbeiten von Kondo et al. (2011) unterstitzen diese
Ergebnisse, wonach murine Mausfibroblasten mit einem funktionellen Ausfall im
FancD2-, FancD1/BRCA1- oder FancG-Protein deutlich empfindlicher gegeniber
den zytotoxischen Effekten von TMZ reagieren als Wildtypzellen, wahrend FancA"-
oder FancC""-Fibroblasten keine erhéhte TMZ-Sensitivitat zeigen.

1.3.5 Weitere Reparatursysteme

Zusatzlich zu den oben aufgefihrten Reparatursystemen gibt es noch weitere
Reparaturmechanismen, die unterschiedliche Schadenstypen aus der DNA entfernen
kénnen. Dabei stellen neben den strukturverdndernden Basenalkylierungen auch
endogen prozessierte sowie durch ionisierende oder UV- Strahlung induzierte
Doppelstrangbriiche (DSB) sehr gefahrliche DNA-L&sionen dar, da bereits ein
Doppelstrangbruch zum Tod der Zelle fihren kann (Hartlerode 2009). In
Saugerzellen kdnnen solche Schaden tber zwei Mechanismen repariert werden, die
Homologe-Rekombinations-Reparatur (HRR) oder das Non-homologous end joining
(NHEJ). Die HRR lauft vorwiegend in der S- und G2-Phase ab und findet in der
Regel fehlerfrei statt, da eine homologe DNA-Sequenz als Vorlage zur Verfligung
steht. Das NHEJ dagegen verknupft wahrend der GO- und G1-Phase lediglich die
geschadigten DNA-Enden ohne eine entsprechende DNA-Sequenz als Vorlage.
Durch den maoglichen Verlust von Geninformationen ist damit dieser Mechanismus
sehr fehlerbehaftet (San Filippo 2008, Kondo 2010). Im Zusammenhang mit
alkylierenden Agenzien kénnen auch DSB entstehen, die dann unter Umstanden ein

Signal der HHR bzw. des NHEJ darstellen und den Reparaturprozess einleiten.
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1.4 Gleichgewicht zwischen Reparatur und Toleranz von 0°®-meG-Schaden?

Auf Strukturveranderungen durch Alkylierungsschaden in der DNA kann eine Zelle
entweder mit dem Versuch reagieren, diesen Schaden zu reparieren und dadurch
das Zelluberleben zu sichern, oder durch Induktion pro-apoptotischer Prozesse zu
verhindern, dass Folgeschaden wie Mutationen oder Tumore entstehen (Modrich und
Lahue 1996, Komori 2009). Welcher dieser beiden Wege dominiert, ist abhangig von
der Art der Schaden und deren Haufigkeit. Die Entscheidung ist besonders wichtig
bei den kritischen O°®-meG-Lasionen, da sie nicht nur zytotoxische, sondern auch
stark mutagene und karzinogene Folgen haben. Eine Madoglichkeit, DNA-
Alkylierungsschéaden zu tolerieren, ist der Einsatz der Translasionssynthese (TLS).
Durch verschiedene DNA-Polymerasen (n, k, I, ¢ und REV1), die einen Verlust der
3-5° Korrektur aufweisen, konnen vermehrt Basenfehlpaarungen und andere
strukturelle Schaden in der DNA toleriert werden (Christman 2003, Sale 2012). Als
Folge steigt die Mutationsfrequenz in der Zelle und damit das Risiko der malignen
Transformation (Engelbergs 2000, Jones 2012). Durch eine Toleranz der DNA-
Schaden wird allerdings der Zelle eine ungehinderte Replikation gewahrleistet und so
das Uberleben gesichert (Friedberg 2005). Durch welche Signale O°-meG-Lasionen
in der DNA geduldet (Mutagenese/Karzinogenese) oder pro-apoptotische Prozesse
(Zytotoxizitat) induziert werden kénnen, ist bislang wenig bekannt. Wichtig dabei aber
scheint der Einfluss der unterschiedlichen Reparaturmechanismen zu sein, die
entweder mutagene oder zytotoxische Effekte auslosen (Modrich und Lahue 1996,
Meikrantz 1998).

1.5 Zusammenhang zwischen Zytotoxizitat, Mutagenese und Karzinogenese

von O°Methylguaninschaden

Die aufgeflhrten Reparaturmechanismen zeigen, dass DNA-Alkylierungsschaden
sehr individuell repariert werden kénnen. Fir die als besonders kritisch eingestuften
0O°-meG-Lasionen zeigen die unterschiedlichen Reparaturvorgange verschiedene
Auswirkungen, woraus die zytotoxischen und mutagenen Effekte dieses
Schadenstyps resultieren. Mutagene Eigenschaften durch 0O°meG, ohne
Einbeziehung funktioneller Reparatursysteme, entstehen durch persistierende

Addukte in der DNA. Laufen diese Schaden durch die Replikation, entsteht eine
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Basenfehlpaarung, die nach einer weiteren Replikation zu einer fixierten Mutation im
Genom fiihrt (Margison 2002). Zytotoxische Ereignisse durch O°-meG-Schaden sind
mit dem post-replikativen Einsatz der Mismatch-Reparatur verbunden. Durch
wiederholte Reparaturzyklen im neusynthetisierten Strang versucht die MMR den
Schaden durch Exzision des vermeintlich fehlgepaarten Thymin-Restes zu entfernen,
setzt allerdings nach jedem Zyklus erneut ein Thymin anstelle eines Cytosins ein.
Diese futile repair cycles verursachen mit der Zeit Einzelstrangbriche in der DNA,
die im weiteren Verlauf Doppelstrangbriiche generieren und zum Zelltod fihren
(Modrich und Lahue 1996, Meikrantz 1998, Roos 2004, Kaina 2007, Komori 2009)
(Abb. 11).
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Abb. 11: Reparatursysteme fiir die Entfernung von 0%®-meG aus der DNA: Diese Grafik zeigt die
unterschiedlichen Reparaturwege, die an der Beseitigung von O°-meG-Schaden beteiligt sind sowie
deren biologischen Konsequenzen durch persistierende Schaden in der DNA. MGMT = Methyl-
Guanin-DNA-Methyltransferase, POL= DNA-Polymerase, MutSa=Komponenten der Mismatch-
Reparatur (MMR) (Allan und Travis 2005).

1.6  Ein alternativer Reparaturweg fiir O®-meG-L&sionen

In der Arbeit von Nickel (Dissertation 2010) ist ein neuer, alternativer Reparaturweg
in  Saugerzellen identifiziert worden, der parallel zu den bekannten
Reparatursystemen arbeitet und fiir die Entfernung von O°-meG-Schaden essentiell

ist.
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Im Gegensatz zu der direkten Demethylierung durch das MGMT-Protein wird der O°-
meG-Schaden bei dem alternativen Reparaturweg uber einen NER-&hnlichen
Exzisionsmechanismus entfernt. Mit Hilfe verschiedener biochemischer und
zellbiologischer Methoden wird an humanen Fibroblastenzelllinien und Priméarzellen
gezeigt, dass das XPC-Protein (NER) sowie das FancD2-Protein (FA) die
Hauptfaktoren dieses Reparaturweges darstellen. Interessant dabei ist, dass XPC
und FancD2 auch unabhangig von endogener MGMT-Aktivitat den O°-meG-Schaden
entfernen kdnnen. Dieser Mechanismus scheint demnach eigenstandig und parallel
zum MGMT-Protein spezifisch fiir die Entfernung von O°-G-Alkylierungen zu sein.
Durchgefuhrte Bindungsstudien belegen zudem, dass die Erkennung des Schadens
durch das XPC-Protein erfolgt und auf die pra-replikative O°-meG:C Situation
beschrénkt ist, da O°-meG:T Basenpaare nicht von diesem Reparaturweg erkannt

werden.
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2 Ziel der Arbeit

In dieser Dissertation sollte zun&chst untersucht werden, welchen relativen Beitrag
der neu beschriebene, alternative Reparaturweg fiir die Entfernung von O°-meG-
Addukten aus der DNA verschiedener Typen von Saugerzellen leistet. Das wurde
nach Exposition mit dem Alkylanz MNU sowohl an humanen Zelllinien als auch an
priméaren Mauszellen in vivo in An- oder Abwesenheit der MGMT-Aktivitdt mit einem
guantitativen Immunzytologischen Assay (ICA) gemessen. Weiterhin sollte gepruift
werden, ob bestimmte Proteine des ,klassischen“ Nukleotid-Exzisions-Weges und
des Fanconi-Anamie (FA)-Komplexes essentielle Komponenten fur diese Reparatur
darstellen. Um dabei keinen Fehlschlissen durch die ,unnatirliche Situation® in
Zellinien zu unterliegen, wurden Reparaturkinetiken fiir das O°-meG-Addukt
vorrangig in verschiedenen Gewebe-/Zelltypen von Wildtypmausen im Vergleich zu
Reparatur-defizienten (XPC™), XPA?, FancD2?) Stammen durchgefiihrt.

Im zweiten Teil der Arbeit sollte die relative Bedeutung der beiden Reparaturwege
(MGMT und alternativer Reparaturweg) fur den Schutz vor den biologischen
Auswirkungen einer Alkyanzien-Exposition in vivo bestimmt werden. Analysiert
werden sollte dabei an den verschiedenen Mausstammen, wobei insbesondere das
Ausmal} der zytotoxischen Effekte im hamatopoetischen System sowie die Frequenz
der mutagenen und karzinogenen Endpunkte nach einmaliger Behandlung mit MNU

im Fokus der Arbeit stand.

In der Zusammenschau sollten diese Daten dann eine Abschatzung der biologischen
Relevanz der beiden DNA-Reparaturfunktionen fir die Aufrechterhaltung der

genomischen Stabilitat und fur das Zelliberleben erlauben.
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3 Material und Experimenteller Teil

3.1 Materialien

3.1.1 Verwendete Gerate

ABI 3130 Sequencer

Agarosegel Dokumentationssystem
C1000 Thermal Cycler

Cellspin Zentrifuge R2

Centrifuge 5415D

CO; Inkubator (C200)

Cuvettes: 0.1cm Gene Pulser
FACS vantage SE Diva

Feinwaage

Fluoreszensmikroskop

Gene Pulser (Elektroporation)

HB 500 Minidizer Hybridization Oven
Inkubator

Mikroliterzentrifugen MIKRO 200

Mikroliterzentrifugen MIKRO 200 R

Mikroskop

Minifuge T

Nanodrop 1000
Neubauer Zéhlkammer
pH Meter AE 240
Photometer

PTC-200 PCR-Cycler
Sicherheitswerkbank
Ultrathorax PCU

Ultraschallgerat Sonoplus

Applied Biosystems, Kalifornien (USA)
Vilber Lourmat, Eberhardzell (DE)

Bio-Rad, Hercules (USA)
Tharmac, Waldsolms (DE)
Eppendorf, Hamburg (DE)
Labotect, Gottingen (DE)
Bio-Rad, Hercules (USA)
BD, San José (USA)
Sartorius, Géttingen (DE)
Zeiss, Jena (DE)

Bio-Rad , Hercules (USA)
UVP, Kalifornien (USA)
Heraeus, Hanau (DE)
Hettich Lab Technology,
Tuttlingen (DE)

Hettich Lab Technology,
Tuttlingen (DE)

Zeiss, Jena (DE)
Heraeus, Hanau (DE)
Peqglab, Erlangen (DE)
GLW, Wirzburg (DE)

Mettler-Toledo, Giessen (DE)

Eppendorf, Hamburg (DE)
BioRad, Hercules (USA)

NUAIRE, Plymouth (USA)
Kinematica AG, Luzern (CH)
Bandelin, Berlin (DE)
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Wasserbad SW21-C
Zentrifuge 5417R
Zentrifuge Rotina 48

3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Adhasionsobjekttrager

(Superfrost Plus Gold)

BSA (Bovine Serum Albumin)

DAPI (4,6-Diamidino-2-phenylindol)
Dextran Blau
Di-Natriumhydrogenphosphat
-Dihydrat)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)
EDTA Blutentnahmeréhrchen
Eindeckmedium (Antifading Reagenz)
Ethanol

Ethidiumbromid (0,025 %)
Essigsaure

Ficoll (Dichte 1,077 £ 0,001 g/ml)
Formalin (Roti-Histo-Fix 4,5 %)
Glycin

Hama-Schnellfarbung

LE Agarose

Magermilchpulver

Methanol

NaCl

Natriumacetat

NaOH
Phenol-Chloroform/Isoamylalkohol
(25/24/1)

Julabo, Seelbach
Eppendorf, Hamburg (DE)
Hettich Lab Technology,
Tuttlingen (DE)

ThermoFisher, Schwerte (DE)
PAA, Célbe (DE)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
Merck, Darmstadt (DE)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
Merck, Darmstadt (DE)
Greiner-bio-one, Frickenhausen (DE)
Squarix, Marl (DE)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
Roth, Karlsruhe (DE)

Merck, Darmstadt (DE)

GE Healthcare, Minchen (DE)

Roth, Karlsruhe (DE)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
Niepkotter Lab-Technik, Birstadt (DE)
Biozym, Oldendorf (DE)

Roth, Karlsruhe (DE)

Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)
Merck, Darmstadt (DE)
Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)

Roth, Karlsruhe (DE)
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Phenol Roth, Karlsruhe (DE)

Red blood cell Lysepuffer Stem cell Technologies, Grenoble (F)
SDS Merck, Darmstadt (DE)

TBE AppliChem, Darmstadt (DE)
Tris-HCL (Tris (hydroxymethyl)

aminomethane Hydrochloride) Roth, Karlsruhe (DE)

Tween-20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen (DE)

3.1.3 Antikorper

Maus-anti-[0°-meG] (EM-2-3) Squarrix, Marl (DE)
Ratte-anti-[Pt-(GpG)] (R-C18) Dr. J. Thomale, Essen (DE)
Kaninchen-anti-[Maus 1g]-Cy3 Dianova, Hamburg (DE)
Kaninchen-anti-[Ratte 1g]-Cy3 Dianova, Hamburg (DE)
Dynabeads-Schaf-anti-[Maus Ig] Invitrogen, Darmstadt (DE)
(LacZ/Lacl)

Maus-anti-[3-Galaktosidase] Promega, Madison (USA)
Ratte-anti-[Maus-CD4]-PerCP-Cy5.5 BD, Heidelberg (DE)
Ratte-anti-[Maus-CD8a]-PE BD, Heidelberg (DE)
Ratte-anti-[Maus-B220]-APC-Cy7 BD, Heidelberg (DE)

3.1.4 DNA-reaktive Substanzen und Inhibitoren

Methylnitroseharnstoff (MNU)  Sigma, Hamburg (DE)

0°-Benzylguanin (O°-BG) Sigma, Hamburg (DE)

Cisplatin Teva und KL, Ulm (DE)
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3.1.5 Kommerzielle ,,Kits*

DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen, Hilden (DE)

NucleoBond AXG® 500 Machery und Nagel, Duren (DE)
QIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden (DE)

ABI Big Terminator v3.1Cycle  Applied Biosystems, Kalifornien (USA)
Sequencing Kit

3.1.6 Primer

Tab. 2: Primersequenzen fir Genotypenbestimmung

Genotyp Primer Nukleotidsequenz

FancD2
FancD2 WT 5-CAG GGA TGA AAG GGT CTT ACG C-3’
FancD2 KO 5-GCT ACA CAG CATT GCC CAT AAA G-3’
FancD2 KOMWT 5-TCA GCC TCA CAT GGA GTT TAA CG-3
XPA
XPAWT 5-GTG GGT GCT GGG CTG TCT AA-3
XPA KO 5-ATG GCC GCT TTT CTG GAT TC-3’
XPA KO/WT 5-ATG GCG TGG GTTCTT CTT C-3
XPC
XPC K.O. 5-CGC ACG CTT CAA AAG CGC ACG TCT GCC GCG-3’
(PGK) (F)
XPC K.O. 5-CGA GCG TGG GAC TGC GGG TCG GCA TGA CGG-3’
(HPRT) (R)
XPCWT (F) 5-ACA GCC TAC CCA GGG GAT GTG ATG CTT CCT-3
XPC WT (R) 5-TGG TCT GTG GAC AGA GAA CAC TGG CTG TGC-3
LacZ
LacZ WT (F) 5-ACC CCAGGC TTT ACACTT TAT GC-3
LacZ WT(R) 5-GTG GGA ACAAACGGC TT-3
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Tab. 3: Primersequenzen fiir Sequenz-Analysen des lacZ-Plasmids (pUR 288)

‘ Gen Primer Nukleotidsequenz
LacZ

PURO0366 (F) 5-CAG TTG CGC AGC CTG AAT GG-3’
pUR0794 (F) 5-TGA CGG CAG TTA TCT GGA AG-3’
pUR1234 (F) 5-ATG GTC TGC TGC TGC TGA AC-3’
PUR1671 (F) 5-CAG TAT GAA GGC GGC GGA GC-3
pUR2113 (F) 5-CCG GGC AAA CCA TCG AAG TG-3
PUR2552 (F) 5-GCC GCT GCG CGA TCA GTT CA-3’
PURS5268 (F) 5-CCG CTT TGA GTG AGC TGA T-3
PUR3367 (R) 5-GCG TAT CAC GAG GCC CTT TC-3'

3.1.7 Verwendete Mausstamme

Tab. 4: Eingesetzte Mauslinien

FancD2 FancD2 Microphatalmia, Sensitiv gegen Houghtaling
knockout perinatale ,Cross-link“ 2003
Letalitat induzierende
Substanzen
XPA XPA knockout Keinen induzierbare De Vries 1995
Tumore (UV)
B6;129s7- XPC knockout Keinen induzierbare Sands 1995
XPCtml/Brd Tumore (UV)
C57BL/6J Keinen Keinen Jackson
(Wildtyp) Laboratories
LacZ lacZ-Plasmid  Keinen Boerrigter
1995
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3.1.8 Zelllinien

Tab. 5: Primare Fibroblastenzelllinie aus Fanconi Patienten

| Zelllinie Zelltyp Spezies Quelle Anmerkung

Sll-ip (FA-1) Fibroblasten ~ Human H. SFbeta virus leader
Hanenberg 11 IRES
(Dusseldorf)  Puroresistenz-

immortalisiertes

FA-I
S91 (Sll-ip, FA-I"") Fibroblasten Human  H. SFbeta virus leader
rekonstituiert) Hanenberg 91 FANCI cDNA
(Dusseldorf)  codon-optimiert
IRES

Puroresistent-
immortalisiertes
FA-I rekonstituiert

3.2 Experimenteller Teil

3.2.1 Haltung von Mausen

Zucht und Haltung der verschiedenen Mausstamme erfolgte in der
Tierversuchsanlage des Instituts fir Zellbiologie (IFZ) unter vorgeschriebenen
Bedingungen (konventionelle sehr saubere Haltung). Die Mause wurden unter einem
12 Stunden Tag-/Nacht-Rhythmus gehalten und erhielten sterilisiertes (5 min, 134
°C) Zuchtfutter (Altromin 1314 Forti, fortified) sowie filtriertes Wasser (0,2 um), 55 %
+ 5 % rel. Luftfeuchtigkeit, bei 21 °C +1°C als Grundversorgung. Die Unterbringung
der Tiere erfolgte in IVC (individually ventilated cages) -Kafigen je nach Anzahl der
Tiere in den entsprechenden KafiggroRen. Alle Versuchsvorbereitungen fir die

Behandlung der Mause fanden unter sterilen Bedingungen statt.

3.2.2 Genotypisierung der Mausstamme

Es wurden Ohr- oder Schwanzbiopsien entnommen, aus denen das gewonnene
Zelllysat fur eine PCR-Reaktion eingesetzt wurde. Die Ohrbiopsien wurden in 200 pl
Ohrenpuffer (IFZ, UK Essen) Uber Nacht bei 57 °C inkubiert. Anschlie3end wurden
die Proben bei 100 °C fur 10 min erhitzt und bis zur Weiterverwendung kuhl gelagert.

Die so extrahierte DNA wurde fur die PCR genutzt. Die PCR-Bedingungen sind in
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der folgenden Liste angegeben (Tab. 6). Die Analyse des PCR-Produktes erfolgte
Uber ein 1,5 %-iges Agarosegel, bei dem ein 100 bp Marker (Fermentas) als

Standardmarker eingesetzt wurde (Abb. 12).

Tab. 6: PCR-Bedingungen der eingesetzten Mauslinien

Genotyp PCR-Master Mix PCR-Bedingungen
|FancD2 12,5l GoTaq (Green Master Mix) 94 °C 3 min
0,15 pl Primer (12,5 uM) WT 94 °C 25 sec
0,5 ul Primer (12,5 uM) KO 46 °C 25 sec 28 Zyklen
Produkt: 0,3 pl Primer (12,5 pM) KO/WT 72 °C 2 min
FancD2 WT: 303 bp 10,55 pl dH,0 4 °C dauerhaft
FancD2 KO: 459 bp 1 ul DNA
XPA 0,5 ul GoTaq Polymerase 94°C 2 min
2,5 ul 10x PCR Puffer 94°C 25 sec
0,5yl dNTP’s 58°C 30 sec 35 Zyklen
1yl Primer (12,5 uM) WT 72°C 60 sec
1l Primer (12,5 uM) KO/WT 72°C 4 min
Produkt: 0,25 ul Primer (12,5 uM) KO 4°C dauerhaft
XPA WT: 279 bp 18,25 ul dH,0
XPA KO: 205 bp 1 ul DNA
B6129s7-XPCtml/Brd 12,5 pl GoTaq (Green Master Mix) 94°C 3 min
0,5 pl Primer (12,5 puM) 94°C 30 sec
0,5 pl Primer (12,5 puM) 65°C -0,5°C 10 Zyklen
9,5 pl dH,0 {Zyklus 30 sec
1 pul DNA 72°C 1 min
94°C 30 sec
Produkt: 58°C 30 sec
XPC WT: 238 bp 72°C 1 min 25 Zyklen
XPC KO: 180 bp 72°C 10 min
4°C dauerhaft

Die DNA aus der Schwanzspitze wurde mittels der NaOH-Methode (UK UIm) isoliert.
Dabei wurden 1-2 mm der Schwanzspitze zunachst in 300 pl einer 50 mM NaOH-
Losung fur 1 Stunde bei 95 °C inkubiert. Anschlie@end wurden die Proben
geschuttelt und das Lysat fir 10 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Je 250 pl des
Uberstandes wurde in ein neues ReaktionsgefaR Uberfiihrt. Diesem wurden 50 pl
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einer 1 M Tris-HCL Ldsung zugegeben. Fur die PCR wurden 2 ul der gewonnenen
DNA eingesetzt. In der folgenden Tabelle sind die PCR-Bedingungen dieser
Methode aufgelistet (Tab. 7).

Tab. 7: PCR-Bedingung fur die Bestimmung des lacZ-Produktes

Genotyp PCR-Master Mix PCR-Bedingungen
LacZ 12,5 ul GoTaq (Green Master Mix) 1 94°C 5 min,
0,5 ul Primer (12,5 uM) WT 94°C 30 sec,
0.5 ul Primer (12,5 uM) WT 58°C 45 sec, (34 Zyklen
0.5 ul DMSO 72°C 45 sec,
I dH
9 HldH:0 94°C 30 sec
2 ul DNA _
72°C 5 min,
Produkt:

LacZ: 433 bp 4°C dauerhaft

Losungen fur die Genotypisierung:

Ix TAE (1 L): 4,84 g (40 mM) Tris
1,14 ml Essigsaure
2ml0,5MEDTA
pH 8,0

IXTE (1 L): 10 ml 1M Tris-HCL
2 ml 0,5M EDTA, pH 8.0
auffullen auf 1L dH,0, pH 7,2

Ohrenpuffer
(Waldschutz, IFZ): 1x PCR Puffer, 0,04 % Tween-20, 0,04 % MP 40,
300 pg/ml Proteinase K
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Abb. 12: Genotypen-Nachweis der verwendeten Mauslinien: Die Genotypisierung der
unterschiedlichen Mauslinien erfolgte Uber eine quantitative PCR, entweder mit einer 3 Primer
Methode (XPA, FancD2) oder mit einer 2 Primer Methode (XPC), wobei ein Primerpaar in der Wildtyp-
Sequenz dieses Gens lag und ein zweites Primerpaar in der eingefligten (knockout) Kassette des
menschlichen PGK-HPRT Gens. Die PCR-Produkte der einzelnen Genotypen stellten sich wie folgt
dar: +/+ homozygot Wildtyp; +/- heterozygot, -/- homozygot Knockout; M = 100 bp Marker

3.2.3 Behandlung von M&usen mit MNU

Fur den Nachweis von DNA Lasionen durch alkylierende Substanzen und deren
zellulare Auswirkungen auf den Organismus wurden verschiedene C57BL/6J
Wildtyp- und Reparatur-defiziente (NER” oder FA™) Mauslinien (Kap. 3.1.5) mit
nicht-toxischen Dosen an Methylnitroseharnstoff (MNU; 15-50 mg/kg i.p.) und
mit/ohne O°-Benzylguanin (O°-BG; 25 mg/kg i.p.) behandelt.

Das Substrat O°-BG wurde jeweils 30 min vor der MNU-Behandlung eingesetzt, um
eine vollstandige Inaktivierung des MGMT-Proteins zu gewahrleisten. Es blockiert
das Reparaturenzym MGMT, indem es am internen Akzeptormolekil Cystein im
aktiven Zentrum der MGMT gebunden wird und somit fir dessen Inaktivierung und
anschlieBende Degradation sorgt (Dolan 1990).

Alle Vorbereitungen fanden unter sterilen Bedingungen statt. Die Mause wurden fur

die im Versuch angegebenen Zeitpunkte unter Normalbedingungen gehalten.

Losungen fir die in vivo Behandlunag:

MNU Stock Lésung (100 mg/ml): 100 mg Methylnitroseharnstoff in 1 ml DMSO
Lagerung bei -20 °C
0°-BG Stock Lésung (50 mg/ml): 50 mg O°-Benzylguanin in 1 ml DMSO

Lagerung bei -20 °C
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3.2.4 Behandlung mit Cisplatin in vivo

Neben Alkylierungsschéaden zeigen auch andere Typen von DNA-Schéaden negative
Folgen fur den Organismus. Um die Cisplatin-induzierenden Pt-[GpG] DNA-Schaden
auf zellularer Ebene und im Organismus zu untersuchen, wurden C57BL/6J Wildtyp-
und verschiedene Reparatur-defiziente Mause mit nicht-toxischen Dosen an Cisplatin
(10 mg/kg, i.p.) Uber verschiedene Zeitpunkte (0, 16, 30, 48 Stunden) behandelt. Alle
Vorbereitungen fanden unter sterilen Bedingungen statt. Die Mause wurden flr die
im Versuch angegebenen Zeitpunkte unter Normalbedingungen gehalten.

Losungen fir die in vivo Behandlunag:

Cisplatin (Teva und KL): 100 ml Infusionslésung mit 1 mg/ml Cisplatin Konzentrat

3.2.5 Blutentnahme

Einmal pro Woche wurde den Tieren 12 pl Venenblut Gber die V. saphena
(Oberschenkelvene, au3en) entnommen. Mit Hilfe einer Kanile (20 Gauge, 0,3 mm)
wurde die V. saphena punktiert und anschlieBend mit einer Pipette das Vollblut in
EDTA-beschichtete Rohrchen (Greiner-bio-one) tberfuhrt (Abb. 13).

Abb. 13: Ablauf einer Blutentnahme aus der V. saphena bei der Maus: Die Mause wurden
zunachst mit Hilfe eines 50 ml Réhrchens (mit Luftidchern) fixiert und am Oberschenkel rasiert (A) um
den Verlauf der V. saphena sichtbar zu machen. Danach erfolgte die Blutentnahme durch Punktion
der V. saphena (B) mit einer 20 Gauge Kanile und die Abnahme des Vollblutes mit einer Pipette, die
(0,5 M) EDTA beschichte Spitzen besalR. Das Vollblut wurde anschlieRend in EDTA beschichteten
Blutentnahme-Roéhrchen (Greiner-bio-one) gesammelt
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Aus den Blutproben wurde anschlieend ein Differenzialblutbild mittels des
Analysegerates ,Vet ABC" (Firma Scil proteins) erstellt. Zusatzlich wurden von jedem
Tier Blutausstriche auf Glasobjekttragern angefertigt und mikroskopisch untersucht.
Alle Vorbereitungen fanden unter sterilen Bedingungen statt. Die Mause wurden flr
einen Zeitraum von 200 Tagen im Versuch gehalten und beobachtet.

3.2.6 Organentnahme

Nach der gewiinschten Inkubationszeit wurden die Versuchsmause mit CO;
euthanasiert. Fur weitere Analysen wurden Leber, Niere, Milz sowie
Knochenmarkzellen entnommen. Das Leber- und Nierengewebe wurde nach der
Entnahme direkt in Flussigstickstoff schockgefroren, um Eiskristallbildungen im
Gewebe zu verhindern und langfristig bei -80 °C aufbewahrt.

Das Milzgewebe wurde nach der Entnahme direkt in 5 ml PBS-L6sung kuhl gelagert
und fur weitere Analysen in dieser Losung unter sterilen Bedingungen zerkleinert.
Dabei wurde das Gewebe zwischen zwei Glasobjekttragern so lange zerrieben bis
eine homogene Zellsuspension erreicht wurde. Im nachsten Schritt wurden die
Lymphozyten aus der Milz isoliert, indem die entstandene Zellsuspension durch ein
Zellsieb (75 pm) gegeben wurde, um zunachst eine Einzelzellsuspension zu
erhalten. AnschlieBend erfolgte die Separation der Lymphozyten mit Hilfe eines
Ficoll-Gradienten (GE Healthcare, Dichte 1,077 = 0,001 g/ml) durch eine
Zentrifugation von 30 min, bei 1800 rpm (Rotina 48, Hettich) (ohne Bremse). Die
entstandene Interphase, in der sich die Lymphozytenfraktion befand, wurde
entnommen und zweimal mit PBS gewaschen (5 min bei 1200 rpm) (Rotina 48,
Hettich). Die gereinigten Lymphozyten wurden erneut in PBS resuspendiert und nach
Bestimmung der Zellzahl fir weitere Analysen verwendet.

Zur Isolation von mononukleéren Zellen aus dem Knochenmark wurden zunéchst die
Knochen von Femur und Tibia der Maus entnommen und in 5 ml PBS kuihl
aufbewahrt. Unter sterilen Bedingungen wurden die Knochenstiicke an beiden Seiten
getffnet und mit einer PBS-beladenen Spritze mit Kanule (20 Gauge) vorsichtig
ausgespult. Die gewonnene Zellsuspension wurde durch ein Zellsieb gegeben und

Uber einen Ficoll-Gradienten aufgetrennt. Die mononuklearen Zellen, die als
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Interphase sichtbar wurden, konnten entnommen und nach erneutem Waschen in

PBS (5 min, 1200 rpm) (Rotina 48, Hettich) fur weitere Versuche genutzt werden.

3.2.7 Diagnostik erkrankter Tiere

Fur den Karzinogeneseversuch in den verschiedenen Mausmodellen war es wichtig,
den Gesundheitszustand der Tiere wéahrend der gesamten Versuchsdauer von 200
Tagen zu kontrollieren. Als Gesundheitskriterien galten Gewicht, Sozialverhalten
(Ausgrenzung aus dem Gruppenverband), Fellbeschaffenheit (glanzend oder matt)
und Korperhaltung (gekriummter Ricken). Zeigte ein Tier eines der oben
beschriebenen &auRerlichen Krankheitssymptome oder stark abweichende
Erythrozyten- oder Leukozytenzahlen im Blutbild, wurde das Tier mit CO;
euthanasiert und seziert. Daraufhin erfolgte eine detaillierte Beschreibung uber
Veranderungen der Organe und gegebenenfalls entstandener Tumore. Diese wurden
daraufhin gewogen und fotografisch dokumentiert.

Die fur den Versuch wichtigen Organe wurden entnommen und nach Kap. 3.2.6
verarbeitet. Vorhandenes Tumorgewebe wurde in gekihltem PBS gesammelt und

anschlieRend fixiert.

3.2.8 Fixierung von Normal- und Tumorgewebe

Die in PBS-L6ésung gesammelten Gewebeproben wurden in ein neues
Reaktionsgefal® Gberfuhrt und fur 24 - 48 Stunden in 4,5 % Formalinlésung (Histofix,
PBS-gepuffert, Roth) fixiert. Das Formalin wurde danach entfernt und das
Gewebematerial bis zur Anfertigung von Paraffinschnitten in PBS gelagert. Alle
Proben wurden im Institut fir Pathologie des UK-Essen in Paraffin eingebettet und

histologische Schnitte angefertigt.
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3.2.9 Durchflusszytometrische Analysen (FACS) von T- und B-Zellen aus
Knochenmark und Milz

Bei Mausen mit Anzeichen fur ein Lymphom wurde neben der Entnahme von
gegebenfalls vorhandenem Tumormaterial zusatzlich der relative Anteil von T- und
B-Zellen in der Lymphozytenfraktion aus Milz und den Zellen des Knochenmarks per
FACS (,fluorescence activated cell sorting®) bestimmt. Zur Vorbereitung der FACS-
Analyse wurden alle Isolierungs- und Féarbeschritte auf Eis ausgeflhrt, um eine
Zelllyse zu vermeiden. Die Milz- und Knochenmarkzellen wurden zunachst durch ein
75 pm Zellsieb passiert, um makroskopische Gewebereste abzutrennen. Die
Einzelzellsuspension wurde dann fur 5 min bei 1200 rpm (Rotina 48, Hettich)
zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und dem Pellet 1 ml ,Red blood cell*-
Lysepuffer (Stem Cell Technologies) zugefiigt. Nach der Inkubationszeit (8 min, RT)
wurden die Zellen mit 9 ml kalter PBS/FCS-L6sung gewaschen und fir 5 min bei
1200 rpm (Rotina 48, Hettich) zentrifugiert. Das entstandene Pellet wurde in 5-10 ml
PBS/FCS resuspendiert und die Zellen mit Hilfe der Neubauer Zahlkammer gezahlt.

Fir die Analyse wurden je 1 x 10° Zellen in 200 pl PBS/FCS-Lésung in ein 5 mi
FACS-Rohrchen dberfuhrt. Fir die Inkubation mit den T-Zell-(CD4/CD8) und B-Zell-
(B220) spezifischen Antikorpern wurde wie folgt ein Master Mix (je einzelne Probe

und Zellpopulation) angesetzt:

Master-Mix-Ansatz:

-> 1 ul CD4 Antikorper

-> 1 ul B220 Antikorper
-> 1 ul CD8a Antikérper
-> 50 ul PBS/FCS-L6sung

Der Master Mix wurde zu gleichen Teilen den Proben zugefigt und 10 min im
Dunkeln inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen mit 3 ml PBS/FCS gewaschen
und 5 min bei 1200 rpm (Rotina 48, Hettich) zentrifugiert.

Der Uberstand wurde entnommen, das Pellet in 400-500 pl PBS/FCS resuspendiert
und fur die FACS-Messung verwendet. Damit bei der Analyse nur lebende Zellen
berlcksichtigt werden, wurde direkt vor der Messung zu jeder Probe 2 ul DAPI-

Losung (1 mg/ml) zugefigt. Die Analyse erfolgte mit dem FACS vantage SE Diva
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(BD). Es wurden jeweils 100.000 Zellen gemessen und mit Hilfe der Software
FACSdiva (BD) ausgewertet.

Losungen fir die FACS-Analyse:

PBS/FCS (50 ml): 1,5 ml FCS-Losung in 48,5 ml (1x) PBS

DAPI-LOsung (1 mg/ml): 1 mg DAPI in 1 ml dH,0

3.2.10 Cytospin von Suspensionszellen

Mit Hilfe einer Cytospin-Zentrifuge (Tharmac) wurden Zellen gezielt auf eine
definierte Position auf einen Objekttrager gebracht, um diese fir spezifische
Farbungen nutzen zu kdnnen. Aus Milzlymphozyten und mononukle&aren Zellen des
Knochenmarks wurden je 1 x 10° isolierte Zellen in 100 pl PBS aufgenommen, in die
fur den Cytospin (Tharmac) vorgesehene Vorrichtung einpipettiert und fur 10 min bei
500 rpm zentrifugiert (Cellspin R2, Tharmac). AnschlieRend wurden die Objekttrager
der Zentrifuge entnommen, tGber Nacht getrocknet und am néachsten Tag mit Hilfe

einer Wright-Giemsa-Farbung nach Romanovsky (1891) gefarbt.

3.3 In vivo Mutations-Analyse mit Hilfe des lacZ-transgenen Mausmodells

(“small blue mouse“model)

Fur die Bestimmung der mutagenen Wirkungen von MNU in primaren Mauszellen in
vivo bei An- oder Abwesenheit verschiedener Reparaturkomponenten wurde das
transgene Mausmodell (lacZ-Mausmodell) nach Boerrigter et al. (1995) genutzt, das
im Kollaborationslabor von H. Geiger (UK Ulm) etabliert ist. Es stellt das erste Modell
dar, bei dem man effizient die Mutationsrate im lebenden Organismus detektieren
kann.

Hierzu wurden mehrere Kopien des Plasmids pUR288 (Abb. 14) mit integriertem

lacZ-Gen uber Mikroinjektion in die Keimbahn der Maus integriert (Boerrigter 1995).
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Das bakterielle lacZ-Gen wird im murinen Organismus nicht transkribiert und stellt
somit ein reprasentatives Zielgen der globalen Reparatur des Nukleotid

Exzisionsreparaturweges dar.

5346 bp

Abb. 14: Ausschnitt des lacZ-Gens: Dargestellt ist eine von 20 repetitiven lacZ-Sequenzen, die in
die Keimbahn der (“small blue mouse®) Maus integriert wurden. Hindlll = Restriktionsenzym-
Bindungsstelle; lac-Sequenz; lacZ repressor binding site = Lacl Operon (Lambert 2005).

Es wurden C57BL/6J-Mause, die mindestens ein lacZ-Gen trugen, mit homozygot
Reparatur-defizienten Mausen (XPA? oder XPC) eingekreuzt und die erhaltenen
Genotypen jedes Wurfes tUber PCR bestimmt. Nach 2 Generationen lagen neben
dem Lacz™-transgenen Wildtypstamm auch LacZ®/XPA™) und Lacz®/xpcth-
Mause vor.

Je vier Tiere (Alter: 12 Wochen) dieser drei Genotypen wurden zur
Mutationsinduktion entweder mit einer einmaligen Injektion von MNU (50 mg/kg; i.p.)
oder in Kombination mit dem MGMT-Inhibitor O%-BG (25 mg/kg, 1 Stunde vor MNU,
i.p.) behandelt. Die Mause wurden wahrend der gesamten Versuchsdauer unter
Normalbedingungen gehalten.

Zehn Tage nach der Behandlung wurden die Mause mit CO, euthanasiert und
Knochenmark -, Milz-, Leber-, Nieren- und Gehirngewebe enthommen. Das Milz-,
Leber-, Nieren- und Gehirngewebe wurde direkt bei -80°C eingefroren, wahrend aus
dem Knochenmark die DNA direkt mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)
isoliert wurde. Die gereinigte DNA wurde in 50 pl dH,0 aufgenommen und

anschlieend fur die Mutationsanalyse (Abb. 15) eingesetzt.
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Abb. 15: Methodischer Uberblick der Mutationsanalyse mit Hilfe lacZ-transgener Mauslinien
(“small blue mouse“ model) (modifiziert nach Lambert 2005).

Fur die Analyse wurden vorab elektrokompetente E. coli Stamme (AlacZ/galE’) nach
Geiger et al. (2009) generiert, sowie das Fusionsprotein LacZ/Lacl und deren
Kopplung an Schaf-anti-[Maus IgG]-Magnet-Beads, um spezifisch die lacZ-
Sequenzen aus der murinen DNA isolieren zu kdnnen.
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Kopplung des Fusionsproteins LacZ/Lacl an Magnet-Beads:

» 1 ml Dyna Magnet-Beads, gekoppelt an Schaf-anti-[Maus IgG], 3-Mal

mit 1 ml PBS waschen
» Magnet-Beads in 950 pl PBS und 50 pl Maus-anti-[3-galactosidase] (MAK) (2
mg/ml) resuspendieren
1 Stunde im Hybridisierungsofen bei 37 °C inkubieren
Magnet-Beads kurz abzentrifugieren und den klaren Uberstand verwerfen
3-Mal Waschen der Magnet-Beads mit je 1 ml PBS

YV V V V

Beads in 990 pl PBS und 10 pl LacZ/Lacl Fusionsprotein (Fusion zwischen [3-

Galaktose und Lacl-Repressorprotein) aufnehmen

» Komplex aus Magnet-Beads und LacZ/Lacl Fusionsprotein fir 2 Stunden im
Hybridisierungsofen bei 37 °C inkubieren (B-Galakosidase Antikorper bindet
Galaktose des Fusionsprotein, Lacl-Repressorprotein liegt frei)

» 3-Mal Waschen der Magnet-Beads mit je 1 ml PBS

» Resuspendieren der Magnet-Beads in 1 ml PBS und bei 4 °C lagern

3.3.1 Gewinnung des lacZ-Plasmids aus genomischer DNA

Fur die Analyse wurden je 10-20 pug genomische DNA aus der Knochenmarkfraktion
von LacZ®\Wildtyp-, LacZ®M/XPA™ - oder LacZ™/XPC)-Mausen untersucht. Diese
DNA wurde in 150 pl dH20 mit 30 pl 5x Puffer (NEB) und 3 pl Hindlll fir 1 Stunde bei
37 °C im Wasserbad verdaut, um die einzelnen lacZ-Sequenzen auf separaten DNA-
Fragmenten zu erhalten. Zusatzlich zu jeder Analyse wurde eine nicht-transgene
Kontroll-DNA (ntg) mitgefuhrt.

Die zuvor gekoppelten Schaf-anti-[Maus IgG]-Magnet-Beads wurden nun tber einen
Magneten pelletiert und das PBS abgenommen. Den Magnet-Beads wurde die DNA
Ldsung zugegeben und nach leichtem Schutteln fir 1 Stunde im Hybridisierungsofen
bei 37°C inkubiert, um eine optimale Bindung der Magnet-gekoppelten anti-p-
Galaktosidase Antikdrper zum lacl Operon, das direkt vor der lacZ-Sequenz liegt, zu
ermoglichen. Dadurch wurden gezielt die lacZ-Fragmente an den Bead-gekoppelten
Antikorper (Maus-anti-[3-Galaktosidase]) gebunden. Das Bead-DNA-Gemisch wurde

dreimal mit 250 pl (1x) Bindungs-Puffer Uber einen Magneten gewaschen und
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nachfolgend in 100 pl dH20, 75 pl IPTG Elutionspuffer, 5 pl IPTG-L6sung und 20 pl
NEB Puffer #2 resuspendiert und wiederum nach leichtem Schwenken fur 30 min bei
37 °C im Hybridisierungsofen rotiert. Das Gemisch wurde anschlie3end 20 min bei
65 °C geschuttelt. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur (RT) wurde die DNA-
Losung kurz abzentrifugiert und in 2 pl ATP und 1 pl T4 DNA Ligase resuspendiert
und far 1 Stunde bei RT inkubiert. Nach Gewinnung der lacZ-Fragmente wurden die
Beads wieder von der DNA getrennt, indem das DNA-Bead Gemisch an den
Magneten angebracht und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tberfihrt
wurde. Dieser Vorgang wurde 3 — 4 Mal wiederholt. Schlie3lich wurde die DNA in 1,5
pl Glycogen, 22 pl (3 M) Natriumacetat (pH 4,9) und 560 pl 95 % Ethanol (2,5
Volumen) fur 30 min bei -80 °C gefallt. Das Prazipitat wurde 30 min bei 14.000 g, 4
°C, zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen, in 250 ul 70 % Ethanol
resuspendiert und erneut 5 min bei 14.000 g, 4 °C zentrifugiert. Wiederum wurde der
komplette Uberstand abgenommen und die DNA 10 min getrocknet. Erst nachdem
kein Rest-Ethanol mehr vorhanden war, wurde die reine Plasmid-DNA in 5 pl dH,0

aufgenommen und fur die Elektroporation des E. coli Stammes verwendet.

Losungen fiur die Plasmid Isolation:

Hindlll: 3 ul (60 U) vom 20 U/l Ansatz
TB-Medium (direkt ansetzen): 0,9 g Trypton, 1,18 g Hefe, 0,47 g K;HPOA4,
0,11 g KH,PO4
in 50 ml dH20 - Autoklavieren fur 20 min
400 pl 50 % Glycerol zugeben - lagern bei 42 °C

im Wasserbad

Top-Agar: 1 g Trypton, 0,5 g Hefe, 0,025 g NacCl, 0,35 g Agar
in 100 ml dH,0O

ATP (0,1 mM): 2 ul vom 10 mM Ansatz

T4 DNA Ligase (0,1 U): 1 plvon 10x 1 U/ul T4 DNA Ligase
in 1x T4 DNA Ligase Puffer

Gylcogen: 1,5 pl vom 20 pg/ul Ansatz

Natriumacetat (3 M): 22 ul (0,1-fache Volumen)
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3.3.2 Elektroporation von E. coli-Bakterien

Die speziellen Kivetten fir die Elektroporation (0,1 cm Gene Pulser, Bio-Rad)
wurden fur 20 min auf Eis gekuhlt. Dann wurden 60 pl der elektrokompetenten E. coli
(Alacz/galE") Bakteriensuspension zu jeweils 5 pl der zirkularen lacZ-Plasmide
gegeben und mit der Pipette durch auf- und abpipettieren leicht gemischt. Die
Zellsuspension wurde in die Kivetten tberfuhrt und in den Gene Pulser (25 pFa,
1,85 kV, Controller 200 W) gestellt, um die Plasmid-DNA in die E. coli Bakterien zu
transfizieren. Anschlielend wurde die E.coli-Suspension mit 1 ml eiskaltem TB
Medium versetzt und in ein neues 15 ml Reaktionsgefa@ mit 1 ml TB Puffer
Uberfiihrt. Die Losung wurde fir 1 Stunde auf dem Schiuttler (225 rpm) bei 37 °C
inkubiert.

Vier pl der Zellsuspension wurden zu 13 ml X-Gal Top-Agar zugefugt und auf X-Gal
Platten ausplattiert. Die restlichen Zellen wurden in 13 ml P-Gal Top-Agar pipettiert
und ebenfalls ausplattiert. Die X-Gal und P-Gal Platten wurden fir 15 Stunden im
Inkubator bei 37 °C gelagert. Dabei stellte die X-Gal Platte die Kontrollplatte dar, auf
der alle Bakterien sowohl mit funktionellem als auch mutiertem lacZ-Gen wachsen
konnten, wahrend auf der Selektionsplatte P-Gal nur Bakterien mit mutiertem lacZ-
Gen wachsen konnten.

Fur die Bestimmung der vorlaufigen Mutationsfrequenz galten folgende Parameter:

Anzahl roter Kolonien (P-Gal)
/ Verdunnungsfaktor = vorlaufige Mutationsrate

Anzahl blauer Kolonien (X-Gal)

X-Gal: Kontrollplatte
P-Pal: Selektionsplatte
Verdunnungsfaktor: 500

Losungen fir die Elektroporation:
X-Gal Top-Agar: 50 pg/ml 2,3,5-triphenyl-

2H-tetrazoliumchlorid, 50 pl Kanamycin (50
mg/ml), 75 pl X-Gal (50 mg/ml), 300 ul
Ampicillin (50 mg/ml), In 100 ml Top Agar

Medium
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P-Gal Top-Agar: 50 pg/ml 2,3,5-triphenyl-
2H-tetrazoliumchlorid, 50 pl Kanamycin (50
mg/ml), 0,3 % phenyl-b-D Galactosidase (0,3
g vom Ansatz), 300 pl Ampicillin (50 mg/ml)
In 100 ml Top Agar Medium

3.3.3 Mutationsanalyse

Um ,echte® lacZ-Mutanten von Falschmutanten zu unterscheiden, wurden
reprasentativ 20 Kolonien pro Tier und Gewebe der jeweiligen P-Gal Platten gepickt
und in 150 pl LB+ Medium tber Nacht bei 37 °C und 200 rpm geschuttelt. Mit Hilfe
eines Mikroplatten Replikators (Boekel) wurden daraufhin die Bakterien auf eine
neue X-Gal Platte fir den Galaktose-Sensitivitatstest gebracht und fir 1 - 2 Stunden
im Brutschrank bei 37 °C inkubiert. Wenn eine Blaufarbung der entstandenen
Kolonien sichtbar wurde, waren diese Bakterien Galaktose-insensitiv und enthielten
ein Wildtyp-Plasmid (Falschmutante). Gab es keine Blaufarbung nach 1 — 2 Stunden,
sondern friihestens nach 24 Stunden eine leichte Farbung, galten diese Bakterien als
echte Mutanten, da das auf dem Plasmid kodierte LacZ-Protein durch Mutationen

teilweise oder vollstandig inaktiviert wurde (Abb. 16).

Abb. 16: Nachweis ,,echter® lacZ-mutierter Bakterien 24 Stunden nach Inkubation auf einer X-
Gal Sensitivitatsplatte: Es wurden 20 lacZ-mutierte Bakterienklone von der P-Gal Selektionsplatte
gepickt und auf eine X-Gal Platte Uberfihrt und fir 1 Stunde im Brutschrank (37 °C) inkubiert.
Entstanden nach der Inkubationszeit keine Kolonien, konnten Falschmutanten ausgeschlossen
werden. Je nach Position der Mutation im lacZ-Gen allerdings konnten nach weiteren 24 Stunden
(Brutschrank) noch Kolonien gebildet werden. Blaue Kolonien = Mutation, die keinen Funktionsausfall
im lacZ hervorrief; schwach blaue Kolonien = Mutation, mit Funktionseinschrankung im lacZ-Gen;
weil3e Kolonie = Mutation mit vollstandigem Funktionsausfall im lacZ-Gen.
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Fur die Mutationsanalyse wurden abermals Bakterienkolonien von der P-Gal Platte
gepickt und Uber Nacht in einer 96-well Platte herangezogen. Am nachsten Tag
wurden die herangewachsenen Bakterien resuspendiert und 2 pl fur die PCR-
Reaktion eingesetzt. Fur die Amplifikation der lacZ-Plasmid Sequenz galten folgende
PCR-Bedingungen:

Tab. 8: PCR-Bedingung zur Amplifikation des lacZ-Plasmid Produktes

| Genotyp PCR-Master Mix PCR-Bedingungen

LacZ 12,5 ul HotStarTag Master 95°C 10 min,
Mix (Qiagen) 95°C 20 sec, % 34 Zyklen
0,5 pl Primer pUR4923-F ggoc g min,
(()12’5; M) e 95°C 20 sec

o (1,215 w:)rlmer PUR3B29-R  ggoC 10 min,

lacZ-Plasmid (pUR 288): 11,5 pl dH,0 4°C daverhatt

4200 bp 2 1l DNA

Anschliel3end wurden zwei Proben des PCR-Produktes separat mit Hindlll und Aval

verdaut:

Hindlll: Aval:

10,25 pl dH,0 10 yl dH0

1,5 pl NEB Puffer #2 1,5 yl NEB Puffer #4
0,25 ul Hindlll 0,5 ul Aval

Je 12 pl des Hindlll und Aval Master Mix wurden in eine neue 96-well Platte
Uberfihrt und mit je 3 pl des PCR-Produktes 1 Stunde bei 37 °C im Brutschrank
inkubiert.

Abschliel3end wurden je 5 pl der PCR-Proben und dem Hindlll und Aval Verdau mit
je 5 ul Ladepuffer (6x) versetzt und von diesem Ansatz 8 pl in der Reihenfolge a)
PCR-Produkt lacZ, b) Hindlll Verdau, c) Aval Verdau auf ein 1 %-iges Agarosegel

aufgetragen.
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Dabei ergab sich ein spezifisches Bandenmuster, das Punktmutationen detektieren
und von Deletionen/Translokationen und Falschmutanten unterscheiden konnte
(Abb. 17). Als GroRRenstandard diente ein 1 kb Marker (Fermentas).

M__] 2 3
!
4072 bp ' ' . o
3054 bp - -
2036 bp - 1.) Punktmutation
1636 bp - - 2.) Star Aktivitat
' Ad (Falschmutante)
1000 bp - & 3.) Deletion/Translokation
500 bp - -

Abb. 17: Gelanalyse von lacZ-Mutationstypen: Die unterschiedlichen PCR-Produkte wurden in der
Reihenfolge (lacZ-Produkt, Hindlll Verdau, Aval Verdau) auf ein 1 %-iges Agarosegel aufgetragen.
Anhand des spezifischen Bandenmusters konnten die verschiedenen Mutationstypen bestimmt
werden (1 -> Punktmutation; 2 -> Falschmutante; 3 -> Deletion/Translokation; M -> 1 kb Marker).

Anhand des spezifischen Bandenmusters konnte die tatséchliche Mutationsrate des
lacZ-Plasmids berechnet werden. Dabei galten die 20 Klone pro Gewebe als 100 %
von denen die Anzahl der Falschmutanten und Deletionen/Translokationen
prozentual abgezogen wurden. Damit ergab sich eine Mutationsrate bezogen auf 20
lacZ-Sequenzen/Gewebe.

Fur weitere Analysen wurden je 5 lacZ-mutierte Bakterienklone pro Tier und Genotyp

in Glycerin-Stocks bei -20 °C eingefroren und aufbewahrt.

Losungen fur die Mutationsanalyse:

LB+ Medium (500 ml): 5 g Trypton, 2,5 g Hefeextrakt, 5 g NaCl
in 500 ml dH,O - autoklavieren fur 20 min
250 pl (25 pg/ml) Kanamycin, 750 pl (75
pug/ml) Ampicillin

X-Gal Platte: 20 Spatel LB Agar, 250yl (25 pg/ml)
Kanamycin, 1500 pl (150 pg/ml) Ampicillin,
375 pl X-Gal (75 pg/ml)

1 % Agarose TBE Gel: 3 g Agarose, 300 ml 1x TBE, 6 ul EtBr
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3.3.4 Isolation der Plasmid-DNA aus E. coli

Zur Gewinnung der Plasmid DNA aus den lacZ-mutierten E. coli (Kap. 3.3.3) wurden
die Bakterienklone zun&chst mit einem Zahnstocher aus den gefrorenen Glycerin-
Stocks in 5 ml LB-Medium angeimpft und tber Nacht im Inkubator (37 °C)
geschuttelt. Am nachsten Tag wurde 1,5 ml der Bakterienkultur abgenommen, in ein
1,5 ml Reaktionsgefall dberfuhrt und fir 20 sec bei maximaler Geschwindigkeit
(18.000 g, RT) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 300 pl P1
Resuspensionspuffer geldst und gemischt. Nach einer Zugabe von 300 pl P2
Lysepuffer wurde die Probe vorsichtig geschwenkt und fir maximal 5 min inkubiert.
Danach wurden weitere 300 yl P3 Neutralisierungspuffer zum Stoppen der Reaktion
zugefigt, durch vorsichtiges Schwenken gemischt und der gesamte Ansatz fur 10
min bei 18.000 g bei 4 °C zentrifugiert.

Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR pipettiert und die darin befindliche
Plasmid-DNA durch Zugabe von 500 pl (95 %) Ethanol geféllt, gefolgt von einem
weiteren Zentrifugationsschritt, bei RT fiir 10 min und 18.000 g. Der Uberstand wurde
abgenommen und die DNA im Pellet mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt fir 5 min bei 18.000 g und RT wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet 5-15 min (RT) getrocknet. Abschliel3end wurde das Pellet in

50 pl dH20 gelost und der DNA-Gehalt photometrisch (Nanodrop 1000) gemessen:

Losungen fiur die Plasmid-Isolierung aus E. coli:

LB-Medium: 10 g Trypton, 5 g Hefeextrakt, 10 g NacCl,
Auffillen auf 1 L dH,O, 1 ml (100 mg/ml)
Ampicillin

P1 Puffer: Resuspensionspuffer (Qiagen Plasmid Maxi
Kit + 28 mg RNAse A)

P2 Puffer: Lysepuffer (Qiagen Plasmid Maxi Kit)

P3 Puffer: Neutralisationspuffer (Qiagen Plasmid Maxi
Kit)
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3.3.5 Sequenzierung des lacZ-Gens

Fur die Sequenzierung wurde die gereinigte Plasmid-DNA der E. coli-Mutanten (Kap.
3.3.4) verwendet. Die Sequenz-Analyse erfolgte im Institut fur Zellbiologie (UK
Essen) und beinhaltete die Schritte: a) PCR der Plasmid DNA; b) Fallung der DNA
aus dem PCR-Ansatz und c) Sequenzierung der Plasmid-DNA.

Fur die PCR der Plasmid-DNA wurde zunachst folgender Master Mix angesetzt:

0,5 pl Big Dye

3,75 pl Sequenzierungspuffer (5x)

150-300 ng Plasmid DNA

0,75 ul (3,2 pmol) Sequenzierungsprimer (siehe 2.1.4)
auf 20 ul PCR reines Wasser

Es folgte die PCR-Reaktion mit folgenden Parametern:

96°C fur 5 min

95°C fur 15 sec

50°C fir 10 sec 24 Zyklen
60°C fur 4 min

10°C dauerhaft

Nach der PCR-Reaktion wurde die amplifizierte Plasmid-DNA fir die

Sequenzierungsreaktion gefallt. Dafir wurde folgendes Protokoll benutzt:

Zu 20 pl PCR-Produkt 40 pl PCR reines H,0 zugeben

150 pl (100 %) Ethanol zufliigen, RT

weitere 6 pl (3 M) NaOAc/dextranblue Lésung beifiigen

vorsichtig mischen

30 min bei 13000 rpm (ca. 15000 g) zentrifugieren

vorsichtig Uberstand abnehmen und Pellet mit 200 pl (70 %) Ethanol waschen

10 min, 13000 rpm, RT zentrifugieren

V V.V V V VYV VYV V

Uberstand abnehmen und Pellet lufttrocknen
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Schlief3lich wurde das DNA-Pellet in 10 pl Formamid gelést und im ABI 3130
Sequencer gemessen. Fur die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse stand
eine spezielle Auswertungssoftware (SeqScape 2.5, Applied Biosystems) zur
Verfigung, mit der Punktmutationen in den einzelnen Proben zu einer Plasmid-DNA

Referenz ermittelt werden konnten.

Losungen fir die Sequenzierung:

Natriumacetat/ 123,06 g (3 M) Natriumacetat in 500 ml dH,0; 73,05
dextranblue (NaOAc) (1 L): g (0,5 M) EDTA in 500 ml dH,0; beide Ldsungen
mischen; 125 ml 1,25 % Dextran Blau-Lésung

zugeben (Verhéltnis 1:8)

3.4 DNA-Extraktion aus dem Lebergewebe der Maus

Die DNA von MNU #* O°BG-behandelten C57BL/6J Wildtyp- und Reparatur-
defizienten Mausen wurde aus dem Lebergewebe entweder Uber eine phenolische
Extraktion oder Uber Aufreinigungsséaulen (Machery-Nagel) isoliert.

Bei der phenolischen Extraktion wurden zundchst 1 - 2 mg des Gewebes in 10 ml
MT-Puffer gegeben und nach Zugabe von SDS (0,2 %), RNAse A (Endkonzentration:
75 pg/ml) und Proteinase K (Endkonzentration: 0,1 mg/ml) mit Hilfe des Ultrathorax
zerkleinert, bis kein Gewebematerial mehr zu sehen war.

Die Gewebesuspension wurde Uber Nacht im Wasserbad schittelnd bei 56 °C
lysiert. Daraufhin wurde Phenol im Verhaltnis 1:1 (v/v) zugegeben und 15 min bei RT
Uber Kopf geschiittelt. Es folgte ein Zentrifugationsschritt von 5 min, bei 10 °C und
3000 rpm (Minifuge T, Heraeus), bei dem ein Gemisch entstand, das eine obere
wassrige, DNA-haltige Phase zeigte, sowie eine proteinhaltige Interphase und unten
eine phenolische Phase aufwies.

Die obere wassrige Phase wurde abgenommen und mit
Phenol/Chloroform/lIsoamylalkohol (25/24/1) im Verhaltnis 1:1 (v/v) versetzt. Das
Gemisch wurde fur 15 min bei RT Uber Kopf geschuttelt und danach 5 min bei 10 °C
und 3000 rpm (Minifuge T, Heraeus) abzentrifugiert. Dieser Schritt wurde so lange

wiederholt, bis keine Interphase mehr erkennbar war.
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Schlief3lich wurde die obere Phase enthommen und in ein doppeltes Volumen an
eiskaltem 100 % Ethanol pipettiert, um die DNA zu féallen. Die ausgefallene DNA
bildete weil3e Schlieren, die daraufhin mit einer gekrimmten Glaskapillare ,gefischt”,
in ein neues Reaktionsgefald uberfihrt und mit 10 ml 70 % Ethanol kurz gewaschen
wurde. Das Ethanol wurde abgenommen, die DNA kurz getrocknet und fur weitere
Analysen in 1 ml TE-Puffer aufgenommen.

Fur die DNA Isolierung uber ein S&ulenaufreinigungs-Kit (Machery-Nagel) wurde
zuerst das Lebergewebe in 20 ml Puffer G2 mittels eines Ultrathorax homogenisiert.
Daraufhin wurde das Homogenisat in ein neues 50 ml Reaktionsgefald tberfihrt und
450 ul Proteinase K (Stock: 20 mg/ml) zugegeben. Die Lésung wurde vorsichtig
durch leichtes Schiitteln fir 30 sec gemischt. Die Probe wurde anschlie3end fir 2
Stunden bei 56 °C inkubiert. Falls nach der Inkubationszeit noch Zellreste sichtbar
waren, wurde ein Zentrifugationsschritt fir 5 min bei 5000 g angeschlossen.

Es folgte die Equilibrierung der S&aule durch Zugabe von 5 ml Puffer N2. Zudem
wurden weitere 10 ml Puffer N2 der Probe zugefugt, die kurz fir 15 sec mit einem
Vortexer gemischt und zuletzt auf die Saule geladen wurde.

Nach dem Durchlauf der Probe wurde die Saule 3-Mal mit je 8 ml Puffer N3
gewaschen und schlie3lich die DNA in einem neuen Reaktionsgefal3 durch Zugabe
von 8 ml Puffer N5 direkt auf die S&ule eluiert. Dieser Schritt konnte wiederholt
werden, um mehr DNA gewinnen zu koénnen. Die Fallung der DNA erfolgte tber
Zugabe von 5,6 ml Isopropanol bei RT, fir 30 - 60 min. AbschlieRend wurde die
geféllte DNA zentrifugiert fir 25 min, 15.000 rpm (Centrifuge 5415D, Eppendorf), bei
4 °C. Das DNA Pellet wurde kurz luftgetrocknet und anschlieend in 1 ml TE-Puffer
geldst. Fur die Bestimmung der DNA Konzentration wurde der Nanodrop 1000

genutzt.

Losungen fir DNA Isolation:

Phenol-Extraktion:

MT-Puffer (1 L): 5,48 g (100 mM) NacCl
23,38 g (80 mM) EDTA, pH 8,0
7,88 g (50 mM) Tris/HCI, pH 8,0
auffillen auf 1 L mit dH,O
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SDS (0,2 %).

RNAse A (10 mg/ml):

Proteinase K (1 mg/ml):

Nucleo Bond AX-G 500 Kit:

Puffer G2:

Proteinase K (20 mg/ml):

Puffer N2:

Puffer N3:

Puffer N5:

TE-Puffer (1 L):

0,2 g auf 100 ml dH,0O

10 mg in 100 pl 1M (10 mM) Tris HCL

und 30 ul 5 M (15 mM) NaCL

auffillen auf 10 ml mit dH,0

15 min bei 100 °C erhitzen (Heizblock)

auf RT abkuhlen lassen, je 500 pl Aliquots bei
-20 °C lagern

1 mg Proteinase K auf 1 ml dH,O, bei -20 °C lagern

800 mM Guanin-HCL, 30 mM EDTA, 30 mM Tris-
HCL, 5 % Tween 20, 0,5 % Triton X-100, pH 8.0
20 mg Proteinase K auf 1ml dH,0

100 mM Tris/HsPO4, 15 % Ethanol, 900 mM KCL,
pH 6.3

100 mM Tris/HsPO4, 15 % Ethanol, 1150 mM KCL,
pH 6.3

100 mM Tris/HsPO4, 15 % Ethanol, 1000 mM KCL,
pH 8.5

10 ml (10 mM) 1M Tris-HCI (pH7,5)
2ml 0,5M (1 mM) EDTA (pH 8,0)
auffullen auf 1 L mit dH,O
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3.5 Farbemethoden

3.5.1 Farbung von Blutausstrichen

Die Farbung der Blutausstriche erfolgte Uber eine Hama-Schnellfarbung (Niepkotter
Labortechnik), um krankhafte Veranderungen (z.B. Anwesenheit von Lymphoblasten)
im Blutbild der Tiere nachweisen zu kénnen. Die Methode beruht auf der Blutfarbung
nach Pappenheim (1912) und beinhaltet eine kombinierte Eosin- und Methylenblau-
Farbung. Der saure Farbstoff Eosin zerfallt in wassriger LOsung mit negativer Ladung
und farbt positiv geladene Proteinstrukturen an. Das basische Methylenblau bildet in
wassriger LOsung positive Ladungen aus und farbt somit Zellbestandteile mit
negativer Ladung an. Die Fixierung der Zellen wird durch eine Methanol-Ldsung
gewabhrleistet (Abb. 18).

Fur die Farbung wurde folgendes Protokoll benutzt:

» Die Objekttrager mit den Blutausstrichen Gber Nacht trocknen

> Die Objekttrager 10-Mal 1 sec in Reagenz 1 tauchen

» 5-Mal 1sec in Reagenz 2 tauchen

» 8-Mal 1 sec in Reagenz 3 tauchen

» Farbelosung vom Objekttrager kurz abtropfen lassen

» 5 minin PBS waschen und trocknen lassen

» Mikroskopische Auswertung

*’ Darstellung der geféarbten Zelltypen:
Zellkerne: rot-violett

Eosin

Methanol

B

Abb. 18: Blut-Farbung nach Pappenheim (1912)

Erythrozyten: pink-braunlich
Reagenz1 Reagenz2 Reagenz3 Waschen Eosinophile Granula:  rot-rotbraun
Methylenblau PBS

Neutrophile Granula:  schwach violett
Lymphozyten: blau
Lymphoblasten®*: blau

(*bis zu 3-fach grofRer als Lymphozyten

oder Monozyten)
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3.5.2 Detektion von Addukten in der DNA mittels Immunfluoreszensfarbung

Die Methode der  Addukt-spezifischen in situ Fluoreszenzfarbung
(,iImmuncytologischer Assay®, ICA) von DNA-Schaden wurde von Seiler et al. (1993)
entwickelt und farbt mit Hilfe von spezifischen Antikdrpern O°-meG- (Maus-anti-[O6-
meG] EM 2-3) oder Pt-(GpG)-Addukte (Ratte-anti-[Pt-(GpG)] R-C18) in der DNA von

Zellpraparaten und Gewebeschnitten an.

Einzelzellen: Fur die Farbung von Einzelzell-Suspensionen (Zelllinien bzw.
Lymphozytenfraktion aus Milz oder mononukledre Zellen des Knochenmarks)
wurden die Zellen 2-Mal mit PBS gewaschen und auf eine Zellzahl von 1 x 10° Zellen
/ ml in PBS eingestellt. Davon wurden je 10 ul auf einen Adhasions-Objekttrager
(Superfrost Plus Gold, ThermoFisher) aufgetragen und bei RT getrocknet.

Gewebeschnitte: Von tiefgefrorenem Leber- oder Nierengewebe wurden in einem

Kryostat-Mikrotom 8 um Gefrierschnitte angefertigt und auf Adhasions-Objekttrager
(Superfrost Plus Gold, ThermoFisher) aufgetragen und getrocknet.

Bis zur Analyse wurden die Objekttrager bei -20 °C gelagert.

Fur die in situ-Farbung wurden die Objekttrager zunachst 30 min in Methanol bei -20
°C fixiert und anschlieend 5 min in PBS bei RT gewaschen. Damit die Antikérper an
die Addukte in der Kern-DNA binden kdnnen, wurde diese in einer Alkali-Methanol-
Losung (60:40 v/v) fir 5 min bei 4 °C partiell denaturiert. Nach dem Waschen mit
PBS (5 min, RT) folgte ein sequentieller Proteinverdau mit Pepsin (60-100 pg/ml in
H,O/HCL bei Einzelzell-Suspensionen bzw. 600-800 pg/ml in H,0/HCL bei
Gewebeschnitten; pH 6; 10 min; 37 °C) und mit Proteinase K (50-100 pg/ml in
Proteinase K Puffer bei Einzelzell-Suspensionen bzw. 150-250 pug/ml in Proteinase K
Puffer; 10 min, 37 °C bei Gewebeschnitten). Die Objekttrager wurden dann in
PBS/Glycerin gewaschen (5 min, RT).

Im Anschluss folgte eine 30-minitige Inkubation in 5 % Milchpulver-Losung, um
unspezifische Bindungsstellen fir die Antikérper zu blockieren. Danach wurden die
Objekttrager mit 1 ml des Primarantikdrpers EM 2-3 (Maus-anti-[0°meG], 0,02 pg/ml
in 1 % BSA/PBS) oder R-C18 (Ratte-anti-[Pt-(GpG)], 0,2 pug/ml in 1 % BSA/PBS)
Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach erneuten Waschschritten mit PBST (5 min) und
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mit PBS (5 min) wurden die Objekttrdger nochmals in 5 % Milchpulver 30 min
geblockt, mit Fluoreszenz-markierten Sekundarantikdrpern (Kaninchen-anti-|[Maus-
lg]-Cy3 oder Kaninchen-anti-[Ratte Ig]-Cy3, jeweils 1:200 verdinnt in 1 % BSA/PBS)
Uberschichtet und fur 1 Stunde bei 37 °C inkubiert. Nach dem Waschen mit PBST (5
min) und PBS (5 min) erfolgte die Gegenfarbung der DNA mit DAPI (1 pg/ml; 30
min). AbschlieBend wurden die Proben mit Antifading Mounting Medium (Squarix)
und einem Deckglas (24 x 60 cm) bedeckt.

Die O°-meG-Adduktmessung erfolgte iiber ein Zeiss Axioplan Fluoreszensmikroskop,
das mit einer digitalen Kamera ausgestattet war und tber ein Computerunterstitztes
Mehrparameter Bildanalysesystem (ACAS) als Auswertungssoftware verfiigte.
Dadurch konnte auf Einzelzellebene [Quotient der Fluoreszenzsignale fiir Cy3 (O°-
meG) und DAPI (DNA-Gehalt)] die relative Schadensmenge bestimmt werden. Dazu

wurden mindestens 100 Zellen pro Probe gemessen.

Losungen fir die Immunfluoreszenzfarbung:

Alkali-Lésung (1 L): 28 g (70 mM) NaOH, 8,2 g (140 mM) NacCl,
auffillen auf 1 L dH20, lagern bei 4 °C, vor
Gebrauch Alkali-Losung mit Methanol 60:40 (v/v)

mischen

PBS/Gylcerin: 2 mg (0,2 %) Glycerin pro 1 ml Losung
(Ansatz 200 ml)

Milchpulver (5 %): 50 mg Milchpulver pro 1 ml Lésung
(Ansatz 200 ml)

PBST (1 L): 2,5 ml (0,25 %) Tween 20in 1 L PBS

PBS (1 L): 3,58 g (100 mM) Di-Natriumhydrogenphosphat-
Dihydrat, 7,6 g (1,5 M) NaCl, auffillen auf 1 L dH0,
pH 7,5

DAPI (1 pg/ml): 1 ml (200 pg/ ml) DAPI-LOsung in 200 ml (1x) PBS
-Losung
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3.6 Zellkulturmethoden

Alle Versuche mit Zelllinien oder Primarzellen fanden unter sterilen Bedingungen
statt. Die Zelllinien wurden mit dem jeweiligen Kulturmedium bei 37°C, 5 % CO, und
95 % Luftfeuchtigkeit im Inkubator gehalten und nach einer Konfluenz von 60 - 80 %
geteilt. Die adhéarenten Zelllinien wurden dabei mit 1 ml (1x) Trypsin/EDTA angedaut,
um diese vom Gefallboden zu I6sen. AnschlielRend wurde der Verdau durch Zugabe
von 9 ml des Kulturmediums gestoppt, die Zellen nach ihrem Konfluenzgrad geteilt
und in ein neues Kulturgefald dberfihrt. Alle zwei bis drei Tage wurde dieser Vorgang
wiederholt. Die Kulturbedingungen der Zelllinien sind in der unten dargestellten
Tabelle (Tab. 9) aufgefihrt.

Tab. 9: Kulturbedingungen von immortalisierten primaren humanen Fancl-Fibroblasten

‘ Zelllinie Zelltyp Kulturbedingung  Quelle
| Sll-ip (Fancl™)  Humane @~ DMEM, 10 % FCS, Hahnenberg,
Fibroblasten 1 % Pen/Strep, Dusseldorf
5% CO;
S91 (Sll-ip, Fancl Humane DMEM, 10 % FCS, Hahnenberg
rekonstituiert) Fibroblasten 1 % Pen/Strep, Dusseldorf
5% CO;

3.6.1 Behandlung der Fancl-Zelllinie mit MNU

Je 150.000 Zellen von Sll-ip sowie von S91 Fibroblasten wurden in 1 ml
Kulturmedium in Zellkulturplatten (6-well) ausgesetzt. Die Gabe von MNU [50 pg/ml]
+ O°-BG [25 pg/ml] fiir 0, 4 und 24 Stunden erfolgte direkt ins Kulturmedium, in dem
die Zellen gehalten wurden.

Nach einer 1-stiindigen Vorinkubation mit dem MGMT-Inhibitor O®-BG folgte die
MNU-Behandlung uber die komplette Versuchsdauer. Zu den bestimmten
Zeitpunkten wurden die Zellen durch Gabe von 0,5 ml Trypsin/EDTA vom
Plattenboden gel6st und mit 1,5 ml PBS gewaschen (5 min, 1200 rpm) (Rotina 48,

Hettich). Das Zellpellet wurde erneut in 1 ml PBS geldst und mithilfe der Z&hlkammer
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bestimmt. AnschlieBend wurden pro Zeitpunkt 10.000 bis 15.000 Zellen in 15 pl
Losung auf einen Adhé&sionsobjekttrager (Superfrost Plus Gold, ThermoFischer)
gegeben und getrocknet. Die Zellen wurden immunzytologisch fiir O®-meG gefarbt
und mikroskopisch ausgewertet.

3.6.2 Kolonienbildungsversuch (CFA-Sensitivitatstest)

Der Kolonienbildungsversuch (Colony Formation Assay) stellt eine gute Moglichkeit
dar, das Uberleben von Priméarzellen nach einer Behandlung mit DNA-reaktiven
Substanzen zu messen.

Hierzu wurden primére mononukleare Zellen aus dem Knochenmark (Femur und
Tibia) der Maus isoliert und ex vivo mit steigenden Dosen MNU [0, 2,5, 5, 10, 25, 50
pg/ml] + dem MGMT-Inhibitor O°-BG [25 pg/mli] behandelt.

Die Methyzellulose wurde entweder selbst hergestellt oder gebrauchsfertig (Stem cell
Tech) gekauft.

Eingesetzt wurden Triplikate aus je 300.000 Zellen pro Ansatz fiir je 1 ml MethoCult
Ansatz. Die Zellen wurden nach Behandlung mit den oben beschriebenen Dosen an
MNU + O°BG kurz gemischt und direkt in 1 ml MethoCult Ansatz gegeben. Der

MethoCult Ansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

Ansatz der Methylzellulose (= 100 ml MethoCult Ansatz, Stem cell Tech):
40 ml MethoCult Base

30 ml FBS

10 ml 10 % BSA

1 ml IL-3 (100 ng/ml)

200 pl mSCF (100 ng/ml)

200 ul EPO (2000 U/ml)

1 ml B-Me (10 mM)

1 ml Pen/Strep

17 ml IMDM
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Nach Zugabe der MNU-behandelten Zellen in die vorbereitete Methylzellulose wurde
die Zellsuspension unter Vermeidung von Luftblaschen leicht gemischt und fir
sieben Tage bei 37 °C inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die entstandenen

Kolonien am Mikroskop ausgez&hlt.

Losungen fir die ex vivo Exposition:

10 % BSA: 4 g BSA in 40 ml IMDM ldsen, steril filtrieren
(0,22 pum Filter)

IL-3 (200 ng/ml): Stock 10 pg/ml 1:10 verdinnen

mMSCF (100 ng/ml): Stock 50 pg/ml 1:50 verdiinnen

B-Me (10 mM): 7 ul B-Me in 10 ml IMDM l6sen
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4 Ergebnisse

4.1 Immunzytologische Messung von O°meG in der DNA von humanen
Zelllinien und in unterschiedlichen Zelltypen Reparatur-profizienter und

-defizienter Mauslinien

Die Immunfluoreszenzfarbung erméglicht es, O°-meG-Schaden direkt im Zellkern zu
detektieren. Dazu wird ein spezifischer monoklonaler Primarantikorper (EM 2-3;
Maus-anti-[0°-meG]) gegen O°-meG eingesetzt, der durch Bindung mit einem
fluoreszierenden Sekundarantikdrper (Kaninchen-anti-Maus-[lg]-Cy3) ein messbares
Signal erzeugt. Zudem wurde eine DAPI Gegenfarbung vorgenommen, um den
DNA-Gehalt jeder Zelle zu bestimmen. Die relative Menge an O°-meG-Schaden zum
DNA-Gehalt jeder Zelle kann anschlieRend anhand der Fluoreszenzstarken mit
einem Mehrkanal-Bildanalysesystem (ACAS IlI) ermittelt werden. Zum Nachweis,
dass dieses Detektionssystem O°-meG in der nukledren DNA quantitativ aufzeigt,
wurde eine humane Fibroblastenzelllinie mit einer Einzeldosis MNU [50 pg/ml]
behandelt und zur Kontrolle eine unbehandelte Probe mitgefiihrt (Abb. 19).

Cy3

Abb. 19: Immunfarbung von O°meG-Addukten in der Kern-DNA von MNU-behandelten
humanen Fibroblasten: Humane Fibroblasten wurden unbehandelt (A, B) oder nach MNU [50 pg/ml]
+ 0%BG [25 pg/ml] -Behandlung (C, D) spezifisch fir O®-meG angefarbt. A und C zeigen den DNA-
Gehalt (DAPI), B und D den O°-meG-Gehalt (Cy3) in der Kern-DNA an (Objektiv 63-fach).

DAPI

A
Kontrolle
C

MNU

54



Ergebnisse

AnschlieRend wurden die Zellen immunzytologisch fir O®-meG gefarbt. Die Menge
an 0%-meG ermittelte sich aus dem Quotienten des Cy3- (O°-meG) und des DAPI-
(DNA-Gehalt) Signals. Die Einheit der relativen O°®-meG-Menge (C/D) wurde in
arbitrary fluorescence units [AFU] angegeben. In den unbehandelten Kontrollzellen
wurde ein DAPI-Signal (Abb. 19 A), allerdings kein O®-meG-spezifisches Cy3-Signal
detektiert (Abb. 19 B). Bei den MNU-behandelten Zellen wurde sowohl ein DAPI-
(Abb. 19 C) als auch ein Cy3-Signal (Abb. 19 D) ermittelt, dass die Spezifitat des
Antikdrpers fir den O°-meG-Schaden zeigt.

Um eine Dosisabhéangigkeit von MNU zu bestimmen, wurden erneut humane
Fibroblastenzellen mit verschiedenen Dosen an MNU [0, 10, 25, 50, 100 pg/ml] + O°-
BG [25 pg/ml] behandelt. Bei steigender MNU-Dosis konnte ein zunehmendes Cy3-
Signal beobachtet werden. Dies belegte, dass mit steigender Behandlungsdosis
vermehrt O°-meG-Lasionen auftraten (Abb. 20). In weiteren Versuchen sollte nun die
Frage geklart werden, welche Rolle das Reparaturenzym MGMT bei der Entfernung
von O°-meG in der DNA spielt.

DAPI Ccy3

—s— humane
50 - Fibroblasten

Kontrolle

40 o

30 4

MNU [10 pg/ml]

20 M

06-meG [AFU]

MNU [50 pg/mi]
Menge an MNU [pg/ml]

Abb. 20: MNU-Dosis-abhangiger Nachweis von O°meG-Addukten in der DNA humaner
Fibroblasten: Humane Fibroblasten wurden mit O%-BG [25 mg/kg] vorinkubiert und anschlieRend mit
verschiedenen Dosen MNU [0, 10, 25, 50, 100 pg/ml] Uber vier Stunden behandelt. Nach der
Inkubationszeit wurden die Zellen auf Objekttrager gebracht und immunzytologisch fiir O%meG
angefarbt. Mit Hilfe der ACAS Software wurden aus je 100 Zellen die DAPI- und Cy3-Signale
gemessen und als Varianzparameter jeweils das 95 %-Konfidenzintervall der 100 gemessenen Zellen
ermittelt. Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhangig wiederholt. Links: Auftragung der O°-
meG-Addukt-Gehalte nach steigenden Dosen MNU; Rechts: Fotographische Darstellung der
Zellkerne bei bestimmten MNU-Dosen (Objektiv 40-fach).
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4.1.1 Beteiligung der Methyl-Guanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) an der
Entfernung von O®-meG-Schaden

Bislang beschreiben viele Studien, dass ausschlief3lich das Reparaturprotein MGMT
an der Entfernung von MNU-induzierten O®-meG:C Schaden beteiligt ist (Roos 2004,
Kaina 2007). Die meisten Erkenntnisse sind aus Experimenten an Zelllinien oder an
Primérzellen gewonnen, jedoch nur wenige tierexperimentelle Versuche in dieser
Richtung durchgefiihrt worden.

Um zu untersuchen, ob ausschlieRlich das MGMT-Protein an der Reparatur von O°-
meG:C Schaden beteiligt ist, wurden Reparatur-profiziente C57BL/6J Wildtypmause
mit einer Einzeldosis MNU (50 mg/kg) oder in Kombination mit dem MGMT-Inhibitor
0°-BG (25 mg/kg) behandelt und zu verschiedenen Zeitpunkten (0, 4, 8, 16, 30
Stunden) euthanasiert. Fur die Analyse wurden Lymphozyten aus der Milz und
mononukleére Zellen des Knochenmarks als Repréasentanten des hamatopoetischen
System ausgewahlt sowie Nierencortex-Zellen und Hepatozyten der Leber. Zu den
angegeben Zeitpunkten wurden die oben genannten Blutzellen isoliert und auf
Objekttrager aufgebracht sowie Niere und Leber entnommen, schockgefroren und 8
pum-Schnitte angefertigt. Die Proben wurden anschlieRend im ICA fir O°-meG
spezifisch gefarbt. Anhand der ermittelten relativen O°®-meG-Adduktgehalte konnten
dann Reparaturkinetiken erstellt werden. In den Lymphozyten der Milz (Abb. 21)
sowie den Zellen des Knochenmarks (nicht gezeigt) wurde nach MNU-Exposition ein
Anstieg des O°-meG-Gehaltes innerhalb von acht Stunden erkennbar sowie eine
vollstandige Reparatur innerhalb von 30 Stunden. Nach Depletion der MGMT-
Aktivitat mit dem Inhibitor O°-BG zeigten sich zu allen Zeitpunkten erheblich (bis zu
achtfach) hohere O°-meG-Spiegel in der DNA als bei den nur mit MNU-behandelten
Tieren und eine lediglich partielle (ca. 40 %-tige) Abnahme nach 30 Stunden. Dieser
Versuch zeigte, wie auch in der Literatur beschrieben, eine erhebliche Beteiligung
der MGMT an der Reparatur von O°-meG-Lasionen, belegte aber gleichzeitig auch
die Rolle weiterer Reparaturmechanismen, da auch bei Depletion der MGMT
weiterhin eine Entfernung dieser Schaden in den untersuchten Zellen stattfand.
Weiter sollte gepruft werden, ob dieser Effekt speziell fir hamatopoetische Zellen

zutrifft oder auch in anderen Gewebetypen sichtbar wird.
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Abb. 21: Reparaturkinetik von O°-meG in der nuklearen DNA von Milzlymphozyten nach MNU-
Exposition in vivo: C57BL/6J Wildtypmause wurden entweder mit MNU [50 mg/kg] alleine (e) oder
mit MNU [50 mg/kg] und O°®-BG [25 mg/kg] (D) i.p. behandelt. Zu ausgewahiten Zeitpunkten wurden
Lymphozyten aus der Milz isoliert und spezifisch die O°®-meG-Lasionen angefarbt. Mit Hilfe der ACAS
Software wurden je 100 Zellen ausgewertet. Mittelwerte und Varianzparameter(95 %-
Konfidenzintervall) wurden aus jeweils 100 gemessenen Zellen berechnet. Alle Versuche wurden
mindestens dreimal unabhangig wiederholt.

Bei der Analyse wurde in den Cortex-Zellen des Nierengewebes sowie den
Hepatozyten der C57BL/6J-Wildtypmause, parallel zu den Lymphozyten, ein Anstieg
der O°-meG-Konzentration in den ersten vier Stunden nach MNU-Behandlung sowie
eine vollstandige Reparatur nach 30 Stunden detektiert. Bei Blockierung der MGMT
zeigten die Cortex-Zellen innerhalb der ersten acht Stunden bis zu 9-fach und die
Hepatozyten bis zu 10-fach hohere O°-meG-Spiegel als die Tiere ohne Inhibitor-
Behandlung (Abbildungen 22 A und B).

A B
-+ MNU —— MNU
= MNU-BG _« MNU-BG

08-meG [AFU]
06-meG [AFU]

Zeit nach MNU [h] Zeit nach MNU [h]

Abb. 22: MGMT-unabhangige Reparatur von O%-meG in der DNA von Nierencortex-Zellen und
von Hepatozyten nach MNU-Exposition in vivo: Die experimentellen Bedingungen waren wie in
Abbildung 21 angegeben. Die ICA-Analysen wurden an Gefrierschnitten von Niere (A) und Leber (B)
durchgefihrt.
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In beiden Zelltypen waren die O°-meG-Addukte aber auch unter MGMT-Inhibition
bereits nach 16 Stunden nicht mehr nachweisbar. Dies zeigte, dass eine Entfernung
von O°%meG in allen untersuchten Geweben gleichermaRen stattfand und auch
MGMT-unabhangig ablief. Es ist daher wahrscheinlich, dass neben der MGMT auch
ein Exzisions-Reparaturweg an der Entfernung von O°-meG-Schéden beteiligt ist.

4.1.2 Beteiligung der Nukleotid-Exzisions-Reparatur an der Entfernung

von 0%-meG-Lasionen aus der DNA

4.1.2.1 Das DNA-Schadenserkennungsprotein XPC als essentieller Faktor
fir die MGMT-unabhangige Reparatur von O°-meG

Der komplexe NER-Mechanismus erkennt ein breites Spektrum von DNA-
Schadenstypen, die mit unterschiedlicher Effizienz repariert werden. Dabei spielt das
XPC-Protein als initiale Komponente der global genomischen Reparatur (GG-NER)
der NER eine entscheidende Rolle in der Schadenserkennung. Um zu prifen, ob
dieser Exzisionsreparaturweg unter in vivo-Bedingungen an der Entfernung von O°-
meG aus der DNA von primaren Zellen beteiligt ist, wurden syngenen XPC-
profizienten (XPC"*)) und XPC-defizienten (XPC™) Mausen einmalig entweder nur
MNU [50 mg/kg] oder MNU [50 mg/kg] und O°-BG [25 mg/kg] i.p. verabreicht. Zu den
Zeitpunkten 0, 4, 8, 16 und 30 Stunden nach Behandlung wurden, wie unter 4.1.1
angegeben, Milzlymphozyten und mononukleare Zellen des Knochenmarks isoliert,
Gewebeschnitte von Niere und Leber angefertigt und O°-meG-spezifisch gefarbt.

In den Milzlymphozyten beider Mauslinien wurde zum Zeitpunkt acht Stunden nach
MNU der hochste Adduktspiegel gemessen, der jedoch bei den XPC-defizienten
Tiere etwa 2,5-fach hoher war als bei den Wildtypméausen. Bei beiden Linien waren
die Werte nach 16 Stunden auf etwa das gleiche Niveau abgefallen und nach 30
Stunden waren die Addukte auch in den XPC™-Zellen zu etwa 80 % repariert (Abb.
23 A).

Bei Blockierung der endogenen MGMT erreichte der Adduktspiegel in den
Lymphozyten der Wildtyptiere bereits nach vier Stunden ein deutlich héheres Niveau
und die Reparatur verlief langsamer (Abb. 23 B). Bei den XPC"-Tieren war das

Adduktmaximum ebenfalls nach vier Stunden erreicht und die O®-meG-Lasionen
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persistierten tUber die gesamte Beobachtungszeit von 30 Stunden, ohne das eine

nennenswerte Reparatur zu beobachten war.
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Abb. 23: Reparaturkinetiken fiir 0®-meG in MilzZlymphozyten von NER-profizienten und
-defizienten Mausen: Wildtyp- und XPC”)-Mause wurden entweder mit MNU [50 mg/kg] alleine (A)
oder mit MNU [50 mg/kg] und O%-BG [25 mg/kg] (B) i.p. behandelt und zu verschiedenen Zeitpunkten
die Lymphozyten aus der Milz isoliert. Diese wurden anschlieBend fiir O°>-meG gefarbt und 100 Zellen
gemessen, wie in Abb. 21 angegeben. Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhéngig
wiederholt.

Vergleichbare Addukverlaufe wurden auch in den Cortex-Zellen der Niere gemessen
(Abb. 24). Bei den XPC')-Mausen erreichten die O°-meG-Konzentrationen vier und
acht Stunden nach MNU-Behandlung etwa 7-fach hohere Werte als bei den
Wildtyptieren, zeigten aber bereits nach 16 Stunden einen deutlichen Abfall und
waren nach 30 Stunden auf das niedrige Niveau der Wildtyptiere wieder abgesunken
(Abb. 24 A). Dagegen war bei XPC-Verlust und pharmakologischer Blockierung der
MGMT ein durchgehend hoher O°-meG-Spiegel in der DNA iiber 30 Stunden
detektierbar (Abb. 24 B).

Im Gegensatz zu den Wildtyptieren waren in den Hepatozyten der Leber von XPC -
Mausen vier Stunden nach MNU ebenfalls nennenswerte Adduktmengen messbar.
Diese fielen dann aber schnell ab und waren nach 30 Stunden fast vollstandig
repariert (Abb. 25 A). Wurde die MGMT-Aktivitat durch die O°-BG-Injektion blockiert,
wurden zwar bei beiden Mausstammen innerhalb der ersten acht Stunden deutlich
erhdhte O°®-meG-Konzentrationen in der DNA nachgewiesen, aber auch bei
Funktionsausfall des XPC-Proteins erfolgte in den Hepatozyten im weiteren Verlauf

eine fast vollstandige Reparatur (Abb. 25 B).
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Abb. 24: Reparatur von 0°-meG in MNU-behandelten murinen Cortex-Zellen der Niere in vivo:
Wildtyp- und XPC™)-Mause wurden mit MNU [50 mg/kg] alleine (A) oder mit MNU [50 mg/kg] und O°-
BG [25 mg/kg] (B) i.p. behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Proben entnommen und fir
0°meG angefarbt und gemessen (siehe Abb.21). Alle Versuche wurden mindestens dreimal
unabhangig wiederholt.

Dies konnte durch die hohe MGMT-Aktivitat in der Leber bedingt sein, die vermutlich
durch eine einmalige O°-BG-Injektion nur unvollstandig blockiert wurde.

Die lange Persistenz der O°-meG-Léasionen in Milzlymphozyten und Nierencortex-
Zellen bei gleichzeitigem Verlust von MGMT- und XPC-Aktivitat belegen die grol3e
funktionelle Bedeutung der Exzisionsreparatur fir die Entfernung dieser kritischen

Schaden aus dem Genom.
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Abb. 25: Reparaturkinetiken fir O°meG aus Hepatozyten NER-profizienter und -defizienter
Mause: Wildtyp- und XPC™)-Mause wurden jeweils mit MNU [50 mg/kg] allein (A) oder mit MNU [50
mg/kg] + O%-BG [25 mgl/kg] (B) i.p. injiziert. Die ICA-Analyse wurde an Gefrierschnitten der Leber
durchgefihrt. Die Auswertung von drei unabhangigen Analysen erfolgte wie in Abb. 21 dargestellt.
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4.1.2.2 Rolle des XPA-Proteins im Reparaturprozess von O°-meG

Neben XPC stellt das XPA-Protein eine weitere Komponente des NER-Systems dar.
XPA ist sowohl in der globalen (GG-NER) als auch der Transkriptions-gekoppelten
Reparatur (TC-NER) involviert und ist ein wichtiger Faktor bei der Verifizierung von
DNA-Schaden. Ein Ausfall dieses Proteins fuhrt zum Erliegen der TC-NER sowie der
GG-NER. Um zu untersuchen, welche Bedeutung XPA fiir die Entfernung von O°-
meG-Schaden hat, wurden XPA-profiziente (XPA™) und XPA-defiziente (XPA™))-
Méause mit MNU [50 mg/kg] oder MNU [50 mg/kg] und dem MGMT-Inhibitor O°-BG
[25 mg/kg] i.p. behandelt. Nach 4, 8, 16 und 30 Stunden sowie einer unbehandelten
Kontrolle wurden Milzlymphozyten und mononukledre Zellen des Knochenmarks
entnommen sowie 8 pupm Schnitte von Niere und Leber angefertigt und
immunzytologisch angeféarbt. In den Lymphozyten von MNU-behandelten Wildtyp-
und XPA®)-Tieren wurden innerhalb der ersten acht Stunden ahnliche Addukt-
Mengen detektiert, die nach 30 Stunden in Wildtyptieren vollstandig und in XPA-
Tieren zu 50 % entfernt wurden (Abb. 26 A). Die Blockierung der MGMT zeigte in
den XPA™-zellen nach acht Stunden bis zu 2-fach héhere O°-meG-Mengen als in
den XPA™-Zellen, wobei in beiden Mausstammen daraufhin eine eingeschréankte
Reparatur erfolgte (Abb. 26 B).
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Abb. 26: XPA spielt eine untergeordnete Rolle in der O°-meG-Reparatur in vivo: Wildtyp- und
XPA™)-Mause wurden einmalig mit MNU [50 mg/kg] (A) oder mit MNU [50 mg/kg] und O°-BG [25
mg/kg] (B) i.p. behandelt. Lymphozyten der Milz wurden zu den angegebenen Zeitpunkten
entnommen und einer O°-meG-Farbung unterzogen. Die Standardabweichung erfolgte aus den
Werten von drei unabhangigen Experimenten.
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In den Zellen des Nierengewebes fuhrte ein Verlust der XPA-Funktion zun&chst zu
einer 6-fach hoheren Schadensinduktion vergleichsweise zu XPA®™")-Tieren, die
allerdings nach 30 Stunden wie bei den Wildtyptieren wieder vollstdndig entfernt
wurden (Abb. 27 A).

Die zusatzliche Depletion der MGMT verursachte in den XPA)-Zellen innerhalb von
acht Stunden bis zu 2,5-fach hohere Schadensmengen im Vergleich zu
Reparaturkompetenten Wildtypzellen. Nach weiteren acht Stunden wurden sowohl in
XPA™)- als auch XPA.Zellen die meisten der vorhandenen Schaden wieder
repariert, so dass nach 30 Stunden lediglich in den XPA™)-Zellen noch 10 % der
Schéaden zurickblieben (Abb. 27 B).

Die O%-meG-Kinetik in den Hepatozyten der XPA™"- und XPA™ )-Tiere lief nach
MNU-Behandlung Uber die Zeit &hnlich ab, wobei durch den XPA-Knockout nach vier
Stunden doppelt so viele O°-meG-Addukte detektiert wurden als beim Wildtyp. Nach
acht Stunden waren in den XPA)-Tieren schon 50 % der induzierten Schaden
repariert und nach 16 Stunden sowohl in XPA®")- als auch XPA™)-Tieren kaum
Addukte mehr nachweisbar (Abb. 28 A).

6.0 A +XPA(+"{+) 6.04 B +XPA(+f+)
5.5 5.5

— 5.0 —FXPA(_JL) — 50 | +XPA(_'L)
o D 45
LL LL 404
<, <L, 3]
3,0
O QO 5]
q} m 2.0’
= £ s

1 1
© o 1,04
@) O o051
0.0
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Zeit nach MNU [h] Zeit nach MNU [h]

Abb. 27: Ein Verlust der XPA-Funktion verringert die O°meG-Reparatur in murinen
Nierencortex-Zellen nur geringfiigig: Wildtyp- und XPA™”-Mausen wurde einmalig MNU [50 mg/kg]
alleine (A) oder MNU [50 mg/kg] und O°BG [25 mglkg] (B) i.p. injiziert. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten wurden Gefrierschnitte der Niere angefertigt und immunzytologisch angefarbt und
analysiert (siehe Abb. 21).

Mit Blockierung der MGMT zeigten die XPA™)-Zellen zunachst doppelt so viele O°-
meG-Schaden wie die XPA-profizienten Zellen, die aber in beiden Féallen nach 30

Stunden vollstandig entfernt wurden (Abb. 28 B).
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Abb. 28: XPA-defiziente Maus-Hepatozyten behalten die Fahigkeit 0°%-meG-Schaden aus der
DNA zu entfernen: XPA™"- und XPA")-Mause wurden mit MNU [50 mg/kg] (A) oder in Kombination
mit O°-BG [25 mg/kg] (B) i.p. behandelt. Die ICA-Analyse an Gewebeschnitten der Leber und die
guantitative Auswertung von drei unabhangigen Experimenten erfolgte wie in Abb. 21 angegeben.

Aufgrund der &hnlichen Reparaturverlaufe von O°-meG-Schaden nach MNU-
Behandlung scheint das XPA-Protein bei der Eliminierung dieser Schaden aus der
DNA lediglich eine untergeordnete Rolle zu spielen, da ein Verlust von XPA nicht zu
persistierenden O°-meG-Lasionen fihrt und die Reparatur nur unwesentlich

beeintrachtigt ist.

4.1.3 Rolle einzelner Komponenten des Fanconi Anamie/BRCA

-Signalweges bei der Elimination von O®-meG-Schaden

4.1.3.1 Welche Rolle spielt das FancD2-Protein in der O°>-meG-Reparatur?

Der FA-Signalweg ist hauptsachlich an der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen und Interstrang-Verknipfungen beteiligt. Das FancD2-Protein
bildet dabei zusammen mit Fancl-Protein den ID-Komplex und erflllt wichtige
Schritte im Reparaturprozess.

Aus Daten von Chen et al. (2007) und Kondo et al. (2010) ist erstmals eine
Verbindung zwischen dem FA-Signalweg und Alkylierungsschaden festgestellt
worden. Dabei reagieren sowohl murine als auch humane Fibroblasten, mit einem
Defekt im FancD2-Protein, extrem sensitiv gegentber dem methylierenden Agenz
TMZ. Um nun zu klaren, ob FancD2 an der Beseitigung von O°-meG-Schaden
beteiligt ist, wurden FancD2*")- sowie FancD2)-Mause mit O%-BG [25 mg/kg i.p.]
vorbehandelt und anschlie3end fur 0, 4, 8, 16 und 30 Stunden MNU [50 mg/kg i.p.]
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verabreicht oder ausschlie3lich mit MNU [50 mg/kg i.p.] Uber den angegebenen
Versuchszeitraum behandelt. Zu jedem Zeitpunkt wurden Lymphozyten der Milz und
mononukledre Zellen des Knochenmarks isoliert sowie Gewebeschnitte von Niere
und Leber erstellt.

Die Milzlymphozyten der FancD2-knockout-M&ause wiesen vier Stunden nach MNU-
Behandlung bis zu 2-fach héhere, die Nierencortex-Zellen bis zu 5-fach héhere O°-
meG-Adduktspiegel im Vergleich zu FancD2-Wildtypzellen auf, die nach 30 Stunden
aber sowohl in Milzlymphozyten als auch Cortez-Zellen wieder vollstandig repariert
wurden (Abb. 29 A und Abb. 30 A).
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Abb. 29: Das FancD2-Protein ist essentiell fur die Exzisionsreparatur von O%-meG in vivo:
FancD2™- und FancD2 “”-Mause wurden mit MNU [50 mg/kg] alleine (A) oder in Kombination mit
MGMT-Inhibitor O%BG [25 mg/kg i.p.] (B) behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
Milzlymphozyten isoliert, fiir O°-meG angefarbt und der Adduktgehalt aus drei unabhangigen Analysen
gemessen (siehe Abb. 21).

Allerdings fiihrte die gleichzeitige Blockierung der endogenen MGMT in FancD2"-
Milzlymphozyten zu einem Komplettausfall der Reparatur von O°-meG (iber den
gesamten Versuchszeitraum, erkennbar durch dauerhaft hohe Schadensmengen in
der DNA (Abb. 29 B).

Auch in den Nierencortex-Zellen konnten die MNU-induzierten O®-meG-Schaden bei
Abwesenheit des Reparaturproteins MGMT nicht repariert werden und persistierten
Uber 30 Stunden in der DNA (Abb. 30 B).

Im Lebergewebe der FancD2-Wildtyptiere wurden wahrend des gesamten

Untersuchungszeitraumes kaum O°-meG-Lé&sionen detektiert (Abb. 31 A).
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Abb. 30: Ein Verlust des FancD2-Proteins fuhrt zu einem Ausfall der Os-meG-Reparatur in der
Niere: Wildtyp- und FancD2™”-Tiere wurden mit MNU [50 mg/kg] (A) oder mit MNU [50 mg/kg] und
0°-BG [25 mg/kg i.p.] (B) behandelt. Zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde der 0°-meG-Gehalt in
der DNA von Cortex-Zellen der Niere gemessen (siehe Abb. 21).

Erst das gezielte Ausschalten des FancD2-Proteins flhrte zu einer deutlichen
Zunahme der Schadensmenge (12-fach), wobei eine zeitabhangige Reparatur dieser
Schéaden nach 30 Stunden messbar war. Die Blockierung der MGMT zeigte in den
FancD2™)-Zellen nach vier Stunden zunachst 2-fach mehr Schaden als im Wildtyp,
wobei in beiden Mausstdmmen nach 30 Stunden &hnlich viele Lasionen wieder aus
der DNA entfernt werden konnten (Abb. 31 B.).
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Abb. 31: Ein Ausfall von FancD2 fiithrt zu einer deutlich erhéhten Konzentration von O°-meG in
der DNA von Leberzellen: Es wurden Wildtyp- und FancD2™”-Mause mit MNU [50 mg/kg] (A) oder
mit MNU [50 mg/kg] und O°-BG [25 mg/kg i.p.] (B) behandelt. Zu verschiedenen Zeiten wurden
Gefrierschnitte der Leber angefertigt und fiir O°-meG angefarbt. Aus 100 gemessenen Zellen wurde
die Konfidenz als Standardabweichung angegeben (siehe Abb. 21). Alle Versuche wurden mindestens
dreimal unabhangig durchgefihrt.

Diese Ergebnisse zeigen einen alternativen Reparaturweg fiir 0®-meG-Schaden auf,
der sowohl von Komponenten des klassischen NER-Systems (XPC), als auch von

der Funktionalitdt des FancD2-Proteins (FA-Signalweg) abhangt.
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4.1.3.2 Einfluss anderer Komponenten des FA-Signalweges an der Reparatur

von 0%meG in kultivierten Zellen

Die bisherigen Ergebnisse zeigten, dass FancD2 einen essentiellen Faktor in der
Reparatur von O®-meG darstellt. Als Nachstes sollte geklart werden ob Fancl, als
Homolog von FancD2, eine ebenso bedeutsame Rolle im alternativen Reparaturweg
besitzt. Dazu wurde eine Fancl-defiziente Zelllinie (SlI-ip), die aus primaren
Fibroblasten eines Fancl-defizienten Patienten etabliert wurde sowie deren retroviral
rekonstituierte Wildtypform (S 91), fir eine zeitabhéngige O°®-meG-Reparaturkinetik
herangezogen. Fir den Versuch wurden die Fibroblasten bis zu einer Konfluenz von
60 — 70 % in einer 6-well Schale kultiviert und entweder mit MNU [50 pg/ml] alleine
oder mit MNU [50 pg/ml] + O°-BG [25 pg/ml] behandelt. Nach 0, 4 und 24 Stunden
wurden je 15.000 Zellen abgenommen, auf einen Objekttrager getropft, getrocknet
und fir O%-meG angefarbt. Die Adduktmengen (ber die Zeit wurden in Abbildung 32
dargestellt. Anhand des Schadensverlaufes wurde ersichtlich, dass unabh&ngig von
der An- oder Abwesenheit des funktionellen Fancl-Proteins eine effiziente Entfernung

von O°®-meG-Lasionen innerhalb des Versuchszeitraumes messbar war (Abb. 32 A).
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Abb. 32: Ein Ausfall der Fancl-Funktion zeigt keinen signifikanten Einfluss auf die O°-meG-
Reparatur in humanen Fibroblasten: Es wurden Fancl™- (Sll-ip) und Fancl-rekonstituierte (S91)
humane Fibroblasten mit MNU [50 pg/ml] (A) oder mit MNU [50 pg/ml] und O°-BG [25 pg/ml] (B)
behandelt. Zu verschiedenen Zeiten wurden Zellproben entnommen und fiir O°meG angefarbt.
Angegeben sind die Mittelwerte und das 95 %-Konfidenzintervall von jeweils 100 gemessenen Zellen.
Alle Versuche wurden mindestens dreimal unabhéangig wiederholt.

Auch die MNU-induzierten O°®-meG-Mengen &hnelten sich (iber die gesamte
Versuchsdauer. Die Blockierung der MGMT zeigte keine signifikanten Unterschiede

in der O°-meG-Schadensentwicklung zwischen Fancl-profizienten und —defizienten
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Zellen. Uber 24 Stunden verliefen die Adduktmengen auf dhnlichem Niveau mit einer
deutlichen Reduktion der Schaden nach 24 Stunden (Abb. 32 B). Dies legt nahe,
dass diese Fibroblasten nur eine vergleichsweise geringe MGMT -Aktivitat besitzen
und dass Fancl keinen relevanten Effekt bei der Entfernung von O°-meG-Schaden
aus der DNA zeigt. Fancl ist somit kein Bestandteil des alternativen Reparaturweges.

4.1.4 Cisplatin-induzierte ,,cross-link“ Reparatur durch Komponenten des NER
und FA-Signalweges

Aus den bisherigen Ergebnissen stellte sich die Frage, ob der hier zumindest in
Teilen charakterisierte Exzisionsmechanismus ausschlieBlich auf O°-Alkylierungen
am Guanin zugreift oder ob er ein breiteres Substratspektrum hat. Deshalb wurden
analoge DNA-Reparaturanalysen bei Mausen nach Behandlung mit dem DNA-
reaktiven Zytostatikum Cisplatin durchgefiihrt. Cisplatin induziert eine Palette
unterschiedlicher DNA-Addukte, von denen das mengenmallig haufigste die
kovalente Intrastrang-Verknupfung zweier benachbarter Guanin-Basen (Pt-[GpG])
darstellt. In dem experimentellen Ansatz sollte die Reparaturfahigkeit fur dieses
Platin-Addukt bei Wildtypmausen mit der von NER- und FA-defizienten M&ausen
verglichen werden. Dazu wurden C57BL/6J- Wildtypmause, XPC™)- XPA)- und
FancD2)-Mause mit einer einmaligen Dosis Cisplatin [10 mg/kg] i.p. behandelt.
Nach 0, 16, 30 und 48 Stunden wurden die Nieren entnommen und Gefrierschnitte
angefertigt. Nach Immunfarbung mit dem Pt-[GpG]- spezifischen Antikérper R-C18
wurden Reparaturkurven tber die Zeit erstellt (Abb. 33).

In Wildtypmausen mit funktionellen Reparaturproteinen wurde nach 16 Stunden das
Adduktmaximum gemessen, sowie eine Reparaturinduzierte Abnahme bei 30 und 48
Stunden. Bei allen drei ,knockout“-Stdammen stieg der Adduktspiegel bis 30 Stunden
weiter an und nahm nur bei den XPA-defizienten Tieren in den folgenden 18 Stunden
signifikant ab. Wie oben bereits fir die O°-meG-Lasionen gezeigt, scheint auch bei
der Reparatur von Cisplatin induzierten Pt-[GpG]-Addukten das XPA-Protein nur von
untergeordneter Bedeutung zu sein, da die Nierencortex-Zellen zum Zeitpunkt 48
Stunden eine deutlich verringerte Schadensdichte aufwiesen und die Reparatur nur
partiell verzégert abgelaufen war. Demgegenuber filhrte ein Funktionsverlust von
XPC oder FancD2, wie bei O°®-meG, zu persistierenden Platinschaden in der DNA.
Diese Ergebnisse deuten also daraufhin, dass der alternative Reparaturweg nicht

exklusiv an O°-G-Alkylierungen angreift.
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Abb. 33: Einfluss von NER- und FA-Komponenten auf die Reparatur von Intrastrang ,,cross-
links“ in vivo: Wildtyp-, XPA®)-, XPC™- und FancD2"”- Mause wurden einmalig mit Cisplatin [10
mg/kg i.p.] behandelt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden Gefrierschnitte der Niere angefertigt und

mit dem Antikdrper R-C18 fur Pt-[GpG]-Addukte in der Kern-DNA angeférbt. Die quantitative
Auswertung erfolgte wie in Abbildung 21 angegeben.

4.2 Biologische Folgen durch MNU-induzierte Lasionen in der Maus

Aus den Reparaturkinetiken der verschiedenen NER- und FA-defizienten Mause im
Vergleich zu Wildtyptieren ging hervor, dass eine MGMT-unabhangige Reparatur von
0°-meG unbedingt die Anwesenheit von XPC und FancD2, nicht aber von XPA,
bendtigt. Ohne funktionelles XPC- und FancD2-Protein verbleiben in Abwesenheit
der MGMT-Aktivitat dauerhaft hohe Adduktmengen in der DNA der untersuchten
Zelltypen. Da es sich bei der MGMT und dem hier beschriebenen
Exzisionsmechanismus um ,Uberlappende“ Reparaturwege fur den gleichen
kritischen Schaden handelt, stellte sich natirlich die Frage nach der relativen
Bedeutung beider Mechanismen fir den Schutz vor den biologischen Auswirkungen
nach Exposition mit alkylierenden Substanzen. Anhand verschiedener in vivo-
Versuchsmodelle sollten im Folgenden die zytotoxischen sowie mutagenen und
karzinogenen Effekte von MNU-induzierten Schaden in Abhangigkeit von beiden

Reparaturaktivitdten naher analysiert werden.
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4.2.1 Zytotoxische Auswirkungen nach MNU-Exposition ex vivo und

in vivo

4.2.1.1 Koloniebildung als Indikator fur das Zelluberleben von
hdmatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen nach Gabe von MNU

ex vivo

Nach dem derzeit giltigen Konzept zur zytotoxischen Wirkung von persistierenden
0°-meG-Schaden der DNA ist zumindest eine Replikationsrunde notwendig (siehe
Einleitung). Diese Bedingung ist in primdrem Mausgewebe mit weit Gberwiegend
terminal differenzierten Zellen in der Regel nicht zu realisieren. Deshalb wurde der
Nachweis der Zytotoxizitat bzw. des Zelliberlebens nach MNU-Behandlung zunachst
an hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen der Maus mit einem
Koloniebildungsversuch (Colony formation assay) bestimmt. Daftr wurden aus dem
Knochenmark von Wildtyp-, XPC™-, FancD2™- und XPA")-Mausen die
mononukledre Zellfraktion Uber eine Ficoll-Zentrifugation isoliert, ex vivo mit
steigenden Dosen MNU [0, 2,5, 5, 10, 25, 50 pg/ml] + O°%-BG [25 pg/ml] behandelt
und in eine mit Zytokinen versetzte semifluide Methylcellulose tGberfuhrt. Die Zytokine
stimulieren die hdmatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen zur Proliferation und
erlauben nach einer Inkubation von sieben Tagen bei 37 °C das Auszahlen der
entstandenen Kolonien (Einheit: CFU; Colony Formation Unit). Die Koloniezahl in der
unbehandelten Zellfraktion wurde auf 100 % normiert und das prozentuale
Zelliiberleben in Relation zur eingesetzten MNU-Konzentration als Uberlebenskurve
dargestellt (Abb. 34).

Die Wildtypzellen zeigten nach sieben Tagen eine MNU-Dosis-abhangige Abnahme
der CFU’s Uber den gesamten Konzentrationsbereich. Bei 25 ug MNU/ml waren noch
90 % der Zellen fahig Kolonien auszubilden, wahrend bei 50 pug MNU/mI die
Koloniebildung auf 50 % der Kontrolle abgesunken war. Die Uberlebenskurven bei
den Reparatur-defizienten Zellen zeigten ein deutlich geringes Zelliberleben im
Vergleich zu den Wildtypzellen. In XPC)-Zellen waren bei 25 pg MNU/ml im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nur noch 60 % der CFU detektierbar und bei
50 pg MNU/mI lediglich 40 %. Noch sensitiver reagierten die Knochenmarkzellen der
FancD2™)- und XPA™)-Tiere. Dort wurde die ICso Dosis bereits bei 25 ug MNU/mI
erreicht (Abb. 34 A).
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Die Blockierung der endogenen MGMT durch O°-BG erhéhte die MNU-induzierte
Zytotoxizitat sowohl in Wildtyp- als auch in Reparatur-defizienten Zellen
gleichermal3en stark. Hier wurden schon bei einer Konzentration von 5 pg MNU/mI
eine CFU von <50 % und bei 10 pg MNU/mI von < 20 % gezeigt (Abb. 34 B).

Durch den Koloniebildungsversuch wird deutlich, dass proliferationskompetente
primare Mauszellen mit Defekten in den Komponenten XPC, FancD2 oder XPA
deutlich sensitiver gegenuber MNU sind als die entsprechenden Exzisionsreparatur-
kompetenten Wildtypzellen. Die Funktionalitat der untersuchten Reparaturproteine ist
demnach entscheidend, um MNU-induzierte DNA-Schaden zu beheben und das
Zelluberleben zu sichern. Daneben besitzt die MGMT eine ebenso bedeutsame
Schutzfunktion vor zytotoxischen Auswirkungen einer MNU-Exposition, dass an der
starken Empfindlichkeit der Reparaturaktiven Wildtypzellen nach gleichzeitiger BG-
Injektion sichtbar wird.
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Abb. 34: Nachweis von MNU-induzierter Zytotoxizitat in hamatopoetischen Zellen der Maus
anhand des Kolonienbildun%s—Assay ex vivo: Mononukleare Zellen wurden aus dem Knochenmark
von Wildtyp-, XPA™ -, XxPC- und FancD2"”-Mausen isoliert und mit steigenden Dosen MNU (A)
oder MNU + O°-BG [25 pg/ml] (B) behandelt. Nach einer Inkubationszeit von sieben Tagen in einem
mit Zytokinen versetzten Methylzellulose-Medium wurde das Zelliberleben anhand der Zahl
entstandener Kolonien bestimmt. Die Werte wurden auf die Anzahl der Kolonien in der jeweils
unbehandelten Kontrolle (100 %) normiert. Jeder Versuch wurde mindestens dreimal unabhangig
durchgefihrt.

4.2.1.2 Myelosuppression als Mal fur die MNU-Toxizitat im hamatopoetischen
System

Um die relative Schutzfunktion der beiden konkurrierenden Reparatursysteme nicht

nur an Primarzellen in Kultur sondern auch unter in vivo-Bedingungen néher zu

beleuchten, bietet sich die Messung der Zellularitat im peripheren Blutbild von

Mausen nach MNU-Exposition an.
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Dazu wurden in einem Vorversuch 12 Wochen alte Wildtyp-, XPC™-, XPA™)- und
FancD2)-Mause mit zwei verschiedenen MNU-Dosen [15 mg/kg; 30 mg/kg) i.p.
behandelt. Die dadurch induzierte Myelotoxizitat in hdmatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen wurde anhand einer differenziellen Zellzahlung im peripheren Blut
Uber einen Zeitraum von 10 Wochen beobachtet. Wdchentlich erfolgte bei allen
Tieren eine Blutentnahme (12 pl) mittels Punktion der V. saphena. Daraus wurde
dann mit einem Vet ABC-Gerét ein Differentialblutbild erstellt, um Anzahl und Typ der
Zellen im peripheren Blut Gber die Zeit zu verfolgen. Fir die jeweiligen MNU-Dosen
wurde zunéchst ein Tier pro Genotyp fur den Versuch eingesetzt. Zur besseren
Vergleichbarkeit wurde fir jedes Tier die gemessene Zahl der weif3en Blutzellen als
Prozentsatz des Messwertes vor der Behandlung (= 100) gesetzt und in einer
Verlaufsgrafik dargestellt (Abb. 35). Ein Abfall der Werte liel3 dann Rickschlisse auf
die zytotoxische Wirkung von MNU auf hamatopetische Stamm- und Vorlauferzellen
im Knochenmark zu.

Die Behandlung mit einer niedrigen MNU-Dosis [15 mg/kg] zeigte bei dem Wildtyp-,
XPA™)- und FancD2)-Tier tiber die gesamte Beobachtungsdauer keine wesentliche
Veranderung der Leukozytenzahl im peripheren Blut. Bei dem XPC™ )-Tier wurde
demgegentber fir den Zeitraum vierte bis achte Woche eine leichte Abnahme der
Zellzahl (auf ca. 60 % der unbehandelten Kontrolle) gemessen, die sich erst in der
10. Woche erholte (Abb. 35 A).

Ein deutlich anderes Bild ergab sich nach einer hoheren MNU-Dosis von 30 mg/kg
(Abb. 35 B). Hier reduzierte sich die Zahl der Leukozyten bei dem Wildtyptier bereits
eine Woche nach Behandlung um 40 % mit einer relativ raschen Erholung wahrend
der folgenden zwei Wochen. Bei dem XPC'")-Tier sank die Zellzahl innerhalb der
ersten Woche um 70 % und blieb Uber die ganze Beobachtungszeit von 10 Wochen
unterhalb der Ausgangswerte. Das FancD2-defiziente Tier zeigte hingegen keine
signifikanten =~ Schwankungen der Leukozytenzahl (Uber den gesamten
Beobachtungszeitraum. Der starkste myelosuppressive Effekt wurde bei dem XPA™"
)-Tier gemessen. Nach MNU-Behandlung nahm die Zellzahl tber drei Wochen
kontinuierlich ab und erreichte dann ein Minimum von <10 % des Ausgangswertes.
Erst in der vierten Woche erholte sich die Zahl der Leukozyten im Blut und erreichte
bis zur 10. Woche lediglich 60 % der Ausgangszellzahl.

Zusammengefasst kann aus diesen Daten geschlossen werden, dass bei dem

adulten Wildtyp- und FancD2™ -Tier nach den hier verwendeten Dosen kein oder nur
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ein kurzfristiger myelosuppressiver Effekt auftrat. Bei einer XPC-Defizienz trat jedoch
eine deutliche und langer anhaltende zytotoxische Wirkung im hamatopoetischen
System auf und beim Verlust der XPA-Funktion und hoher MNU-Belastung ein

dramatischer Zellverlust im peripheren Blut.

A MNU [15 mg/kg] B MNU [30 mg/kg]
—»— Wildtyp —e— Wildtyp
200 =Te 200 . xpct”
= ' xpa® | = - XxpA
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E‘ 100 Q1004
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Abb. 35: Der Einfluss unterschiedlicher MNU-Dosen auf die Leukozytenzahl im peripheren Blut
der Maus: Je ein Wildtyp-, XPC™-, XPA™)- und FancD2"-Tier im Alter von 12 Wochen wurde mit
einer niedrigen [15 mg/kg] (A) und einer héheren [30 mg/kg] (B) MNU-Dosis i.p. behandelt. Die vor der
Behandlung bestimmte Zellzahl der Leukozyten im peripheren Blut wurde als Prozentsatz = 100
gesetzt, aus denen die weiteren Messwerte berechnet wurden.

Da, wie eingangs beschrieben, die zytotoxische Wirkung von O°®-meG-Addukten
nach den derzeit gangigen Vorstellungen erst post-replikativ eintritt, hangt das
Ausmald der MNU-induzierten Myelosuppression im Wesentlichen auch von der
Proliferationsrate im hamatopoetischen System der Maus ab. Diese ist im Alter von
4-6 Wochen deutlicher héher als bei adulten Mausen.

Zu diesem Zeitpunkt weisen die Mause im peripheren Blut eine Leukozytenzahl von
4.000 — 8.000/ul auf gegentiber von 12.000 -- 14.000 Zellen/pl bei adulten Tieren.
Fur den Hauptversuch wurden deshalb 4-6 Wochen alte Tiere eingesetzt, um einen
moglichst hohen myelotoxischen Wirkungsgrad der MNU-Behandlung zu erzielen.
AuRerdem wurde in der Versuchsreihe ein Teil der Mause zusatzlich mit O°-BG
vorbehandelt, um die protektive Rolle der MGMT-Aktivitat in diesem in vivo-Modell
mit zu erfassen.

Wildtyp-, XPC™- XPA™- und FancD2”-Mausen (5 Tiere pro Stamm und
Behandlungsgruppe) wurde MNU [50 mg/kg] oder MNU + O°®-BG [25 mg/kg] i.p.

appliziert.
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Wie auch beim Vorversuch wurde allen Tieren wochentlich Blut entnommen und ein
Differenzialblutbild erstellt. AuRerdem wurde bei jeder Probenahme zusatzlich ein
Blutausstrich angefertigt, um eventuelle maligne Zelltypen (Lymphoblasten)
mikroskopisch zu erfassen. Der Verlauf der Leukozytenzahl tber 10 Wochen wurde
als Mittelwert fir jede experimentelle Gruppe berechnet. Anhand einer mitgefiihrten
Gruppe gleichalter unbehandelter-Mause der verschiedenen Genotypen (Wildtyp,
XPC™ und FancD2”) wurde der ,Normalverlauf* des Leukozytenspiegels im
peripheren Blut dokumentiert. Dieser zeigte, dass der Leukozytenwert nach vier
Wochen auf etwa 150 % anstieg und dass ein Funktionsverlust der beiden
Reparaturproteine keine messbaren Auswirkungen auf diesen Parameter hatte (Abb.
36).

—— Wildtyp
%207 —a XPCHH)
i -J-
280 ] - FancD2( )
240
= 200
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Abb. 36: Entwicklun(g der Leukozytenzahl im peripheren Blut der unbehandelten Maus: Wildtyp-,
XPC- und FancD2"”’-Mause wurden im Alter von 4-6 Wochen wochentlich 12 pl peripheres Blut
entnommen und der natirliche Verlauf des Leukozytenspiegels im peripheren Blut analysiert. Der
Mittelwert der Leukozyten pro Genotyp wurde zu Beginn des Versuchs = 100 % gesetzt, aus denen
die weiteren Messwerte berechnet wurden. Die Standardabweichung setzt sich aus den Werten von
zwei Tieren pro Genotyp zusammen.

Die Behandlung mit MNU hatte bei den Wildtypmausen keinen suppressiven Effekt
auf den Leukozytenspiegel im peripheren Blut. Es wurde, wie bei den unbehandelten
Kontrolltieren, ein kontinuierlicher Anstieg innerhalb der ersten drei Wochen mit
anschlieBend etwa gleichbleibendem Niveau bis zum Versuchsende nach 10

Wochen gemessen (Abb. 37). Demgegentiber stagnierte die Zahl der Leukozyten bei

73



Ergebnisse

den XPA™)-Tieren nach MNU-Gabe zunachst fir drei Wochen bei 100 % und stieg
danach auf das Niveau der Wildtyptiere an.

Der Verlust von XPC oder FancD2 hatte zunachst eine messbare Reduktion der
Zellzahl auf ca. 60 % der Ausgangswerte zur Folge, sie regenerierte sich ab der 2.
Behandlungswoche stetig und hatte drei Wochen nach MNU-Gabe wieder das
Ausgangsniveau (100 %) erreicht. Ab der fiinften Woche bis zum Versuchsende
waren keine signifikanten Unterschiede zu den beiden anderen Gruppen mehr
erkennbar (Abb. 37 A).

Die zusatzliche pharmakologische Inhibition der MGMT-Aktivitat fuhrte bei den vier
untersuchten Genotypen zu sehr unterschiedlichen Effekten. Anders als bei der
alleinigen MNU-Behandlung stagnierte die Leukozytenzahl bei den Wildtyptieren fur
zwei Wochen bei 100 % und stieg nachfolgend, wenn Uberhaupt, nur sehr langsam
an. Bei den XPC- oder FancD2-defizienten Tieren hatte die zusatzliche Blockierung
der MGMT-Aktivitat keinen verstarkten Einfluss auf die myelotoxische Wirkung von
MNU. Diese Tiere zeigten eine annahernd gleichermalRen starke Abnahme der

Leukozytenzahl im peripheren Blut um ca. 50 % (Abb. 37 B).
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Abb. 37: MNU-induzierte Myelosuppression bei Reparatur-profizienten und -defizienten
Mausen: Wildtyp-, XPC)-, XPA™- und FancD2” wurden im Alter von 4-6 Wochen mit MNU [50
mg/kg] (A) oder in Kombination mit O°BG [25 mg/kg] (B) ip. behandelt. Uber einen
Beobachtungszeitraum von 10 Wochen erfolgte wochentlich eine Blutenthahme aus der V. saphena
sowie die differenzielle Zellanalyse tber den Vet ABC. Die Mittelwerte und die Standardabweichung
setzten sich aus den Werten von mindestens 5 Tieren zusammen. Die Startwerte wurden als 100 %
gesetzt, aus denen die weiteren Messungen berechnet wurden.

Den starksten suppressiven Effekt bei diesem Behandlungsschema wurde in den
XPA™)-Tieren gemessen. Innerhalb der ersten sieben Tage kombinierter O%-BG-/

MNU-Behandlung sank die Zahl der Leukozyten auf 20 % des Ausgangswertes.

74



Ergebnisse

Auch nachfolgend erholte sich die Zellzahl der Leukozyten nur langsam, so dass erst
am Ende des Beobachtungszeitraums der Ausgangswert von 100 % erreicht wurde.
Die Ergebnisse machen deutlich, dass bei der gewahlten MNU-Behandlungsdosis
die Funktionalitat aller untersuchten Reparaturproteine notwendig ist, um im
peripheren Blut nachweisbare myelosuppressive Effekte durch DNA-Alkylierung zu
vermeiden. Dabei scheinen die Effekte bei XPC- oder FancD2-knockout nicht von
der An- oder Abwesenheit funktioneller MGMT-Aktivitat in den Stamm- und
Vorlauferzellen abhangig zu sein.

Demgegenuber wird die vergleichsweise milde Myelotoxizitat von MNU bei Ausfall
des XPA-Proteins ganz erheblich verstarkt, wenn gleichzeitig die endogene MGMT
blockiert wird.

4.2.2 Inzidenz von MNU-induzierten Tumoren in der Maus

Neben der zytotoxischen Wirkung von O°-meG ist, wie oben beschrieben, ein
weiterer biologischer Stressfaktor das mutagene Potential dieser DNA-L&asion sowie
das daraus resultierende Risiko maligner Erkrankungen. Um die Rolle der beiden
Reparatursysteme auch fir diesen Aspekt quantitativ zu erfassen, wurde die
Beobachtungszeit der Mause aus dem zuvor durchgefiihrten Myelosuppressions-
Experiment (siehe Abb. 37) auf maximal 200 Tage nach MNU-Exposition verlangert.
Die behandelten Tiere wurden dazu regelmaRig auf aulere Anzeichen und durch
das Anfertigen eines wochentlichen differenziellen Blutbildes auf eine maligne

Erkrankung untersucht.

4.2.2.1 Bildungsrate solider Tumoren nach MNU-Exposition

Die Tiere wurden insgesamt Uber einen Versuchszeitraum von 200 Tagen unter
Standardbedingungen gehalten und der Gesundheitszustand anhand verschiedener
Kriterien (Sozialverhalten, Gewicht, Fellbeschaffenheit, Mobilitat, Atmung) sowie des
wochentlich angefertigten Differentialblutbildes Uberprift. AuBerdem wurden bei
jeder Blutentnahme Zellausstriche angefertigt, um mogliche Anzeichen einer
malignen Veranderung anhand von lymphoblastoiden Zellen im peripheren Blut
frihzeitig zu detektieren. Tiere mit Krankheitszeichen wurden euthanasiert, seziert

und inspiziert. Veranderte (vergrofRerte) und gegebenenfalls tumorése Gewebe
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wurden fur die Anfertigung von Paraffin-Gewebeschnitten im Institut flir Pathologie
(UK Essen) fixiert und gesammelt.

Eine gute Aussage uber den Gesundheitszustand konnte anhand der
Differentialblutbilder gemacht werden, da gréRere Abweichungen der Leukozyten-
und Erythrozytenzahlen vom Normalwert friihzeitig eine Erkrankung anzeigten (Abb.

38 A+B).

A) Differentialblutbild einer gesunden Maus

T
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Abb. 38: Differentialblutbild der A) Differentialblutbild einer gesunden C57BL/6J

Wildtypmaus, 13 Wochen nach MNU-Behandlun

(ohne Befund, 200 Tage LUberlebt); B)

Differentialblutbild einer schwer erkrankten FancD2™’-Maus, 13 Wochen nach MNU-Behandlung
(Thymom, Tag 90 euthanasiert).

In Abbildung 38 A ist eine natlrliche Blutzellverteilung aus dem peripheren Blut
dargestellt. Die Zahl der Leukozyten (,White Blood Cells®) schwankt in gesunden
Tieren zwischen 10 und 14 x 10° Zellen / mm® und die der Erythrozyten zwischen 9
und 12 x 10° Zellen / mm® Die prozentuale Verteilung innerhalb der
Leukozytenfraktion liegt bei 85 - 87 % Lymphozyten (LYM), 2 - 3 % Monozyten (MO)
und 10 - 13 % Granulozyten (GRA). Signifikante Anderungen in diesen
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Zellparametern deuten auf eine bdsartige Erkrankung im hamatopoetischen System
hin (Abb. 38 B).

Weitere Krankheitssymptome (Gewicht, Sozialverhalten, Atmung, etc.) traten in den
meisten Fallen erst im Endstadium, also bei schon weit fortgeschrittener Erkrankung
auf. Insgesamt wurden acht Mause mit einem Thymom (nur NER)-Tiere)
beobachtet, ein Tier mit einer nachgewiesenen Leukamie (XPC"), sieben Tiere mit
ausgepragter Splenomegalie (mdglicherweise myeloproliferatives Syndrom) (ein
Wildtyptier, sechs NER)-Tiere) sowie eine Maus mit einem Milztumor (XPC'")
(Tab. 10).

Tab. 10: Ubersicht der Befunde karzinogener Veranderungen in den MNU + O°-BG-behandelten
Mauslinien:

MNU MNU + O°- Ohne Tumor Splenomegalie Todes-
BG Befund (allgemein) ursache
(gesund) unklar
Wildtyp
(C57BL/6J) 5/5*% 0/5 1/5 0/5
Wildtyp
(C57BL/6J) 3/5 1/5 0/5 1/5
FancD2
1/4 2/4 1/4 0/4
FancD2
2/5 2/5 0/5 1/5
XPC
1/5 1/5 3/5 0/5
XPC
1/4 2/4 1/4 0/4
XPA
4/4 0/4 0/4 0/4
XPA
1/4 3/4 1/4 0/4

* vergroRerte Milz nach 200 Tagen, au3erlich gesund

Anhand der dokumentierten Daten (Haufigkeit und Latenzzeit) wurde eine Kaplan-
Meier-Kurve zum tumorfreien Uberleben [%] Uber die Zeit [Wochen] nach
Behandlung mit MNU bzw. MNU + O®-BG berechnet (Abb. 39 und 40). In der Gruppe
der MNU-behandelten Tiere zeigten die Wildtyp- sowie die XPA™)-Tiere tiber die
gesamte Versuchsdauer keine krankheitsauffalligen Merkmale. Lediglich bei einem
Wildtyptier wurde bei der Sektion am Ende der Beobachtungszeit eine leicht

vergrolRerte Milz festgestellt.
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Demgegenuber fihrte ein XPC- oder FancD2-Knockout zu einer verkirzten
tumorfreien Uberlebensdauer. Lediglich 50 % (2/4) der FancD2)-Mé&use erreichten
200 Tage ohne krankhafte Symptome, von denen ein Tier nach Sektion einen Tumor
(Thymom) zeigte. Die zwei zuvor erkrankten Tiere dieses Genotyps entwickelten
eine Splenomegalie nach 90 bzw. 106 Tagen.

Bei den XPC™)-Mausen lag das tumorfreie Uberleben bei 20 % (1/5). Dabei wurde
bei einem Tier nach 95 Tagen eine Leukamie diagnostiziert und bei den drei weiteren
Tieren eine Splenomegalie (90, 128 und 141 Tage nach MNU).
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Abb. 39: Uberlebenszeitanalyse von verschiedenen Reparatur-profizienten und -defizienten
Mausen nach MNU-Behandlung: Es wurden Wildtyp- (n=5), XPC™- (n=5), XPA™- (n=4) und
FancD2)-Mause (n=5) am Tag O mit einer einmaligen Dosis MNU [50 mg/kg] behandelt und 200
Tage beobachtet. Das tumorfreie Uberleben der behandelten Mause wurde in einer Kaplan-Meier-
Kurve dargestellt.

Eine zusatzliche pharmakologische Inhibierung der MGMT durch Vorinkubation mit
0%BG filhrte bei allen untersuchten Mauslinien zu einem deutlich starkeren
karzinogenen Effekt als durch MNU alleine. Bei den Wildtyptieren lebten 80 % (4/5)
der Tiere bis zum Ende der Versuchszeit ohne einen von aul3en erkennbaren Tumor,
wobei nach 200 Tagen drei der vier Uberlebenden Tiere nach Sektion einen
vergroRerten Thymus aufwiesen. Eine Wildtypmaus starb 135 Tage nach der MNU-
Behandlung ohne ersichtlichen Grund.

Die Depletion der MGMT fiihrte bei den XPC-Tieren nicht zu einer vermehrten
Tumorinduktion im Vergleich zu der nur MNU-behandelten Gruppe. Ein Tier dieser

Gruppe (1/4) war tber 200 Tage symptomfrei. Die erkrankten Tiere zeigten entweder
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vergrolRerte Milzgewebe (Tag 89 bzw. Tag 200) oder entwickelten einen soliden
Tumor des Thymus (Tag 106).

In der Gruppe mit FancD2-Verlust Uberlebten 40 % (2/5) der Tiere 200 Tage ohne
Befunde. Ein Tier starb am 135. Behandlungstag ohne ersichtlichen Grund. Bei
einem weiteren Tier wurde nach 200 Tagen ein kleiner Tumor (Thymom) wéhrend
der Sektion entdeckt. Die verstorbenen Tiere an Tag 90 bzw. 149 wiesen jeweils
einen soliden Tumor (Thymom) auf. Somit war nur ein Tier dieser Gruppe nach 200
Tagen ohne Befund.

Den stérksten karzinogenen Effekt zeigte die Behandlung der XPA™)-Tiere. 75 %
(3/4) der Tiere entwickelten einen soliden Tumor zwischen Tag 70 und 97 (70, 73, 97
Tage nach MNU Behandlung). Das einzige Tier dieser Gruppe, das 200 Tage
symptomfrei lebte, zeigte nach der Sektion eine vergro3erte Milz (Splenomegalie)
(Abb. 40).
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Abb. 40: Eine Depletion der MGMT-Aktivitat reduziert die tumorfreie Uberlebenszeit von XPA-
defizienten Mausen dramatisch: Wildtyp- (n=5), XPC)- (n=5), XPA™- (n=4) und FancD2"" -
Mause (n=5) wurden am Tag 0 mit MNU [50 mg/kg] und O®-BG [25 mg/kg] behandelt und tiber eine
Dauer von 200 Tage beobachtet. Die Uberlebensrate ohne Anzeichen einer Tumorerkrankung wurde
in einer Kaplan-Meier-Kurve dargestellt.

Der frihste Zeitpunkt einer Erkrankung lag bei der MNU-behandelten Gruppe im
Durchschnitt bei Tag 90, die letzten Erkrankungen wurden am 149. Behandlungstag
detektiert (Abb. 39). Demgegenuber fuhrte ein Verlust der MGMT-Aktivitat zu einer
verkirzten Latenzzeit (70 Tage nach Behandlung), wobei auch in dieser Gruppe die
letzte Erkrankung am Tag 149 ermittelt wurde (Abb. 40).
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4.2.2.2 T-Zell Lymphome als dominanter Tumortyp bei der MNU-induzierten

Karzinogenese

Lymphome sind bei Mausen die bei weitem haufigste Form von neoplastischen
Erkrankungen nach Exposition mit DNA-alkylierenden Verbindungen wie MNU
(Dumenco 1993). Seltener werden auch andere Tumoren der Milz oder Leber
beschrieben. Um dies fur die vorliegende Untersuchung zu bestatigen und zu
ermitteln, ob sich gegebenenfalls Unterschiede zwischen den verschiedenen
Reparatur-profizienten und -defizienten Mausstdammen ergeben, wurden die
Tumoren nach Resektion naher charakterisiert. Dazu wurden HE (Hamalaun-Eosin) -
gefarbte Paraffin-Dinnschnitte aus Milz, Leber und Thymus, sowie Blutausstriche
und Zellen aus Knochenmark und Milz analysiert. Die Zellen aus Knochenmark und
Milz wurden nach Entnahme und Aufreinigung (Kap. 3.2.9) fur reife T-Zell- (CD4,
CD8a) bzw. B-Zell- (B220) Oberflachenmarker mit den entsprechenden Antikérpern
gefarbt und durchflusszytometrisch (FACS) gemessen. Die prozentuale Verteilung
der T- bzw. B-Zellen pro Tier in dem untersuchten Gewebe wurde grafisch dargestellt
(Abb. 41 und 42).

Der Anteil reifer T- bzw. B-Zellen im Knochenmark liegt fir gesunde Mause bei ca.
1%. Hohere Werte deuten in der Regel auf eine maligne Erkrankung im
hamatopoetischen System hin. Bei der Auswertung der T-Zellmarker CD4 und CD8
aus dem Knochenmark fanden sich bei den Wildtyptieren nach MNU-Behandlung
Werte zwischen 0,8 % und 1,2 %. Nach zusatzlicher Depletion der MGMT-Aktivitat
schwankten die Werte zwischen 2 - 5 %. Bei Verlust des FancD2-Proteins variierte
der Anteil an T-Zellen nach MNU zwischen 1,5 und 3 %, bei zusétzlicher Blockierung
der MGMT zwischen 4 und 8 %. Bei den XPC!)-Mausen wurden Werte zwischen 1,5
und 4 % gemessen, wobei auffiel, dass bei einem Tier dieser Gruppe ein extrem
hoher Anteil (50 %) ausschlie3lich CD4/CD8 doppelt-positive T-Zellen auftrat. Eine
zusatzliche Blockierung der endogenen MGMT durch O°-BG filhrte zu 2,5 bis 8,5 %
reifen T-Zellen. Im Knochenmark von XPA™)-Tieren wurden 4 - 6 % reife T-Zellen
gemessen und nach vorheriger Depletion der MGMT 2 - 10 %. Fur den B-Zellmarker
B220 wiesen alle Tiere Werte von < 1 % auf (Abb. 41).
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Abb. 41: Durchflusszytometrische Bestimmung des T- und B-Zellanteils im Knochenmark von
Mausen nach MNU + O°-BG-Behandlung: Wildtyp (WT)-, XPA™)- XPC™- und FancD2” (D2)-
Méause wurden mit MNU [50 mg/kg] + O°-BG [25 mg/kg] i.p. behandelt. Bei Erkrankungssymptomen
oder nach 200 Tagen wurden die Zellen des Knochenmarks enthommen, fir T-Zell (CD4, CD8)- und
B-Zell-Oberflachenmarker (B220) gefarbt und die Verteilung durchflusszytometrisch bestimmt.

Entsprechende FACS-Messungen wurden auch fur die Lymphozytenfraktion der Milz
durchgefiihrt (Abb. 42). Der Anteil reifer T- und B-Zellen im Milzgewebe gesunder
Mause betragt durchschnittlich 10 - 30 %.

Bei Anwesenheit aller untersuchten Reparaturproteine wurden bei den Wildtyptieren
nach MNU-Behandlung zwischen 20 % und 25 % reife T-Zellen detektiert, die auch
bei vorheriger MGMT-Inaktivierung auf demselben Niveau verblieben. In den
FancD2)-Tieren wurden 8 - 18 % reife T-Zellen gemessen, die bei gleichzeitiger
Behandlung mit O®-BG zwischen 10 % und 30 % schwankten. In der Milz der XPC"
-Tiere wurden, unabhéngig von aktiver MGMT, zwischen 10 % und 20% ausgereifter
T-Zellen gemessen, wobei auch hier ein Tier, wie schon bei den Messungen in den
Knochenmarkzellen gesehen, mit einem hohen Gehalt CD4/CD8-doppelt-positiver T-
Zellen (52 %) auffiel.
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Abb. 42: Durchflusszytometrische Analyse des T- und B-Zellanteils bei Milzlymphozyten von
verschiedenen Reparatur-profizienten und -defizienten Mausstammen nach MNU-Behandlung:
Wildtyp (WT)-, XPA™-) XPC- und FancD2” (D2)- Mause wurden mit MNU [50 mg/kg] + O°-BG [25
mg/kg] behandelt. Bei Erkrankung oder nach 200 Tagen wurden Lymphozyten aus der Milz isoliert
und flur T-Zell (CD4, CD8) und B-Zell-Oberflachenmarker (B220) gefarbt und durchflusszytometrisch
gemessen.

Der Anteil von reifen T-Zellen bei den XPA™)-Tieren lag zwischen 10 % und 20 %,
erreichte allerdings bei gleichzeitiger MGMT-Inhibition bis zu 30 %. Wie bei den
Zellen des Knochenmarks zeigten auch hier alle Tiere fur den Oberflachenmarker
B220 < 1 % positive B-Zellen.

Eindeutig identifiziert wurde mit der durchflusszytometrischen Analyse eine Leukamie
in einem XPC™)-Tier (MNU-behandelt), die durch extrem hohe Konzentrationen
(Gber 50 %) an CD4/CD8 doppelt-positiven T-Zellen sowohl im Knochenmark als
auch in Milzlymphozyten erkennbar wurde. Zusatzlich belegt wurde dieses Ergebnis
durch die im Versuch angefertigten Blutausstriche. Diese wurden direkt im Anschluss
an die Blutentnahmen durchgefihrt und mit einer Hama-Schnellfarbung fir die
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unterschiedlichen Blutzelltypen angefarbt, um mdgliche Verénderung im Blut durch
Anwesenheit maligner Zellen (Lymphoblasten) frihzeitig zu erkennen. Bei der
leukamischen XPC‘)-Maus konnten im Blutausstrich maligne Lymphoblasten

nachgewiesen werden (Abb. 43), die bei unbehandelten Kontrolltieren nicht auftraten
(Abb. 44).

Granulozyt

Lymphozyt

Lymphoblast

Lymphoblast Monozyt Lymphoblast

Abb. 43: Beispiel einer Leukamie bei einer MNU-behandelten Maus: Dargestellt sind Zellen des
Knochenmarks einer XPC™”-Maus nach MNU-Exposition. Die nach Wright-Giemsa angefarbten Zellen
zeigen beispielhaft die Entwicklung einer MNU-induzierten Leukamie (Objektiv 20-fach).

Lymphozyt

Monozyt

Granulozyt

Abb. 44: Zellen aus dem Knochenmark einer gesunden Maus (Wright-Giemsa): Einer
unbehandelten Maus wurden Knochenmarkzellen entnommen, tber einen Cytospin auf Objekttrager
gebracht und anschlief3end nach Wright-Giemsa geférbt. Mikroskopische Darstellung der
verschiedenen Zelltypen des Knochenmarks (Objektiv 20-fach).
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Abschlieend wurden die gesammelten Gewebe (Milz, Thymus) der behandelten
Mause mit fachlicher Unterstitzung eines Hamatologen auf tumortse Merkmale
untersucht. Bei den entnommenen Thymusgeweben wurden anhand der
angefertigten Dunnschnitte zweifelfrei die markanten Merkmale maligner Zellen
detektiert, die deutliche Unterschiede zu gesunden Thymozyten (T-Lymphozyten)
aufwiesen. Die Zellkerne gesunder Zellen waren im Gewebeverband eher klein und
locker angesiedelt, wahrend die Zellkerne bei einem Thymom stark vergré3ert und
dicht gepackt waren. Dadurch wurden homogene tumorodse Areale sichtbar oder das
Gewebe zeigte insgesamt eine homogen-dichte Zellstruktur (Abb. 45 A-C).

Abb. 45: Paraffin-Gewebeschnitt des Thymus der Maus (HE-Farbung): Beispielhafte Darstellung
eines gesunden Thymus (A) im Vergleich zu einer tumorésen Veranderung (Thymom) (B) nach MNU-
Exposition bei gleichzeitigem Verlust der DNA Reparatur (XPC("')) Objektiv 40-fach; C) Foto eines
Thymoms in der Maus nach Euthanasie

Bei den Gewebeschnitten der Milz konnte bei einer Maus, die nach Sektion eine
vergroRerte Milz aufwies, eindeutig ein Milztumor nachgewiesen werden (Abb. 46 A).
Auch hierbei besaRen die Tumorzellen einen deutlich gréReren Zellkern als bei
gesundem Gewebe (Abb. 46 B). Das tumorose Gewebe wirkte sehr homogen und
dicht vernetzt, wahrend im gesunden Milzgewebe deutlich unterschiedlich
strukturierte Areale zu finden waren.

Bei den anderen sechs Tieren, die eine Splenomegalie entwickelten, fanden sich
keine Anzeichen eines Milztumors. Bei diesen Tieren war die VergroRerung des
Organs vermutlich bedingt durch eine vermehrte Zellproliferation verschiedener
histologisch normaler Zelltypen. Solch eine Uberproduktion in der Milz ist oft ein
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Zeichen fur einen Mangel an hamatopoetischen Zellen im Knochenmark nach
massivem Zellverlust oder durch maligne Zellveranderungen. Dies konnte partiell in
den Blutausstrichen durch detektierbare Mengen an Lymphoblasten-Zellen sowie
erhohte T-Zell-Werte bei der Durchflusszytometrie bestatigt werden.

FancD2("), Wildtyp

Abb. 46: Paraffin-Gewebeschnitt der Milz bei der Maus (HE-Farbung): Darstellung einer
unauffalligen Milz einer Kontrollmaus (A) im Vergleich zu einer tumordsen Splenomegalie (Milztumor)
(B) bei einer MNU-behandelten Maus mit Verlust der DNA-Reparatur (XPC™): Objektiv 40-fach; (C)
Unterschiede der Organgrof3e der Milz bei einer gesunden Kontrollmaus (rechts) zu einer erkrankten
FancD2™”)-Maus (links) nach MNU-Behandlung.

4.2.3 Bestimmung der Mutationsrate anhand des lacZ-transgenen
Mausmodells (“small blue mouse“ model)

Neben dem Zelltod und maligner Transformation sollte als dritter biologischer Aspekt
die Entstehung von MNU-induzierten Mutationen in Abhangigkeit der DNA-
Reparaturleistung untersucht werden. Anders als in Zellkulturexperimenten, bei
denen auf einen mutierten Phanotyp hin selektioniert werden kann, sind solche
Analysen im Gewebe von Mausen aufgrund der geringen Mutationsfrequenz viel
schwieriger. Daher wurden in den letzten Jahren spezielle Mausstamme mit
transgenen ,Indikatorsequenzen® entwickelt, nach deren lIsolierung der notwendige
Selektionsschritt in einem anderen, meist prokaryotischen Zellsystem, stattfindet.

Das transgene lacZ-Mausmodell ist eins der ersten etablierten in vivo-Modelle, dass
unter anderem auf die Bestimmung von Mutationsraten in hdmatopoetischen Zellen
hin optimiert wurde. Das Genom dieser Mause enthalt eine in der Keimbahn
integrierte Sequenz, die 20 als ,tandem repeat* angeordnete Sequenzen des
bakteriellen lacZ-Gens umfasst. Dieses Indikator-Gen wird in der Maus nicht
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exprimiert und unterliegt somit dem Zugriff der globalen genomischen Reparatur
(GG-NER), nicht aber dem transkriptions-gekoppelten Mechanismus (TC-NER) der
NER. Um die mutagene Wirkung von MNU auf dem Hintergrund der oben
beschriebenen Reparatur-profizienten und -defizienten Stamme mit diesem
Mausmodell zu bestimmen, wurden zunachst transgene Mause (LacZ"/C57BL/6J)
sowohl mit XPC- (GG-NER inaktiv) als auch mit XPA® )-Tieren (GG-NER und TC-
NER inaktiv) verpaart. Aus den daraus entstandenen LacZ™/Wildtyp- sowie
Lacz®/XPC™)- und Lacz®/XPA™)-Mausen sollte dann die Frequenz von MNU-
induzierten Punktmutationen bei An-und Abwesenheit von aktivem MGMT-Protein

ermittelt werden.

4.2.3.1 Bestimmung der basalen Mutationsrate aus Zellen des Knochenmarks

von Reparatur-profizienten und -defizienten Tieren

Zur Bestimmung der basalen Mutationsrate wurde dieser Versuch zunachst mit den
unterschiedlichen Mauslinien ohne MNU-Exposition durchgefuhrt. Nach Euthanasie
wurde die DNA aus Knochenmarkzellen von Femur und Tibia isoliert. Die in der
genomischen DNA  enthaltenen lacZ-Sequenzen  wurden  enzymatisch
herausgeschnitten und Uber Magnetbead-gekoppelte Antikdrper isoliert (siehe
Material und Experimenteller Teil). Die vereinzelten lacZ-Sequenzen wurden dann in
einen pUR288-Expressionsvektor einkloniert und in elektrokompetente E. coli
(AlacZ/galE’) transfiziert. Anhand von Selektionsplatten (P-Gal) wurden Funktions-
defiziente lacZ-Mutanten von Bakterien mit intaktem LacZ-Protein unterschieden und
daraus die vorlaufige Mutationsrate berechnet. Da nach MNU-induzierten Basen-
Methylierungen in der DNA Uberwiegend Punktmutationen entstehen sollten, wurde
die Haufigkeit in der aus den E. coli-Mutanten isolierten DNA dieses Mutationstyps
nach Gelelektrophorese anhand eines spezifischen Bandenmusters (lacZ-unverdaut
sowie nach Aval und HindllI-Restriktionsverdau) ermittelt.

Die basale Mutationsrate in den Knochenmarkzellen der unterschiedlichen
Mauslinien ergab sich als Mittelwert von zwei Tieren aus der Haufigkeit von
Punktmutationen pro Gewebe (Mutationsfrequenz).

Diese Frequenz betrug bei unbehandelten Wildtyptieren 1 x 10, bei XPC™-Tieren
1,16 x 10™ und bei XPA™)-Tieren 1,1 x 10™. Da signifikante Unterschiede zwischen

Wildtyp- und NER-defizienten Tieren nicht gemessen wurden, fuhrt das Fehlen einer
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Reparaturrelevanten Komponente, wie XPC oder XPA, in diesem Testsystem nicht
zu einer detektierbaren Erhdhung der spontanen  Mutationsrate in
Knochenmarkzellen dieser Mause.

Durch einmalige Blockierung der MGMT mit O°®-BG erhéhte sich die Mutationsrate
bei Wildtyptieren von 1,0 x 10 auf 1,5 x 10, bei XPC-Tieren von 1,16 x 10 auf
2,40 x10™, und bei XPA™)-Tieren von 1,1 x 10™ auf 1,15 x 10*. Demnach fiihrte in
Abwesenheit von XPC die Depletion der MGMT-Aktivitat zu einer Verdopplung der
basalen Mutationsrate in den Knochenmarkzellen, wahrend sie bei Wildtyp- und
XPA™)-Tieren vergleichsweise konstant blieb (Abb. 47). Aufgrund der hohen
Standardabweichungen bei den XPC™)- und XPA™)-Tieren konnten jedoch keine
signifikanten Unterschiede zu den unbehandelten Tieren beschrieben werden.

rxxg Wildtyp
g XPCH

rzz XPACH
Wildtyp BG

xpPc™ BG
XPA“" BG

1E-3 4

Mutationsfrequenz

1E-4 4 |

i

Abb. 47: Bestimmung der basalen Mutationsrate in den hamatopoetischen Zellen von WiIdtyP—
und von NER-defizienten Mausen (lacZ-transgenes Mausmodell): Lacz™/Wildtyp-, Lacz®/xPC™
und LacZ™/XPA™ )-Tiere wurden entweder mit O°-BG [25 mg/kg] behandelt oder als unbehandelte
Kontrolle mitgefiihrt. Nach 10 Tagen wurden aus den Zellen des Knochenmarks die lacZ-Sequenzen
isoliert und in elektrokompetente E. coli Bakterien (AlacZ/galE’) transfiziert. Aus der Anzahl der auf
LacZ-Funktionsverlust selektionierten Bakterienkolonien wurde dann die spontane Mutationsrate
ermittelt. Der Versuch wurde mit je 2 Tieren/Mauslinie in unabhangigen Analysen durchgefiihrt. BG =
mit O°-BG i.p. vorinkubiert.
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4.2.3.2 Ermittlung der MNU-induzierten Mutationsrate in Reparatur-profizienten

und -defizienten Mausen

Aufgrund ahnlicher basaler Mutationsraten in den untersuchten Mauslinien wurden
im nachsten Schritt die MNU-induzierten Mutationsraten im Knochenmark der lacZ-
transgenen Mause bestimmt. Dazu wurden LacZ™/Wildtyp-, Lacz®/XPC™- und
LacZ®/XPA)-Tieren einmalig MNU [50 mg/kg] alleine oder nach Vorbehandlung mit
0°%-BG [25 mg/kg] i.p. injiziert und unter Standardbedingungen gehalten. Nach der
Inkubationszeit von 10 Tagen wurden die M&ause euthanasiert, die Zellen des
Knochenmarks entnommen und die MNU-induzierte Punktmutationsrate im lacZ-
Indikatorgen, wie oben beschrieben, bestimmt (Abb. 48).

Die Behandlung mit MNU verursachte sowohl bei Wildtyp- (1,47 x 103, als auch
XPC- (2,35 x 107%) und XPA™- (2,14 x 10) Tieren eine etwa 10-fache Erhéhung
der Mutationsrate im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollen. Zudem wurde bei
den NER-defizienten XPC?)- und XPA™)-Mausen eine etwa 2-fach hohere
Mutationsfrequenz detektiert als bei den Wildtyptieren (Abb. 48 A).

Eine zusatzliche Blockierung der MGMT durch O°-BG fiihrte nicht zu einer weiteren
Erhéhung der Mutationsrate. Die Frequenzen lagen hier bei 1,71 x 10 (Wildtyp),
1,79 x 10 (XPC™) und 2,21 x 10 (XPA™)). Signifikante Unterschiede zwischen
Wildtyp- und NER-defizienten Tieren wurden jedoch nicht beobachtet (Abb. 48 B).

Da von den MNU-induzierten DNA-Methylierungen dem O°-meG-Addukt das starkste
mutagene Potential zugeschrieben wird, sollte im Folgenden der den detektierten
lacZ-Mutationen zugrunde liegende Basenaustausch bzw. -verlust bestimmt werden.
Dazu wurden von den selektierten Bakterienklonen mit Punktmutation im lacZ-Gen
pro Genotyp und Tier je 5 Klone stichprobenartig ausgewéhlt und fir eine DNA-
Sequenzierung in Glycerin eingefroren. Anhand der Sequenzierung sollte
anschlieBend untersucht werden, ob als Ursprung der entstandenen

Punktmutationen eine nicht-reparierte O®-meG-Base in Frage kam.
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Abb. 48: MNU-induzierte Mutationsraten in den hamatopoetischen Zellen von Reparatur-
profizienten und -defizienten Mausen: Lacz®Wildtyp-, LacZ"/XPC™ - und Lacz®/XPA™)-Mause
wurden mit einer einmaligen Dosis von MNU [50 mg/kg] (A) oder zusatzlich mit O%-BG [25 mg/kg] (B)
i.p. behandelt. Die Mutationsfrequenz im lacZ-Gen wurde, wie in Abbildung 47 beschrieben, bestimmt.
Das Experiment wurde mit je vier Tieren/Mauslinie in unabhangigen Analysen durchgefihrt.
schraffierte Balken = unbehandelte Kontrollen; farbige Balken = MNU-exponierte Mausstamme; K =
Kontrolle.

4.2.3.3 Sequenzanalyse von MNU-induzierten Punktmutationen im lacZ-Gen

Die DNA-Sequenzierung ermoéglicht es, Abweichungen in der Nukleotidsequenz
eines Genes zu identifizieren und daraus mogliche Rickschlisse auf den
verursachenden DNA-Schaden zu ziehen. Dadurch kénnen spezifische
Sequenzveranderungen wie G:C > A:T Basenpaarmutationen, die mdglicherweise
auf persistierende O°-Methylguanin-Schaden zuriickzufiihren sind, erkannt werden.

Hierzu wurden aus den selektierten Bakterienklonen des Mutations-Assays, die pUR
288-Plasmide mit der lacZ-DNA isoliert, amplifiziert und fir die Sequenzierung
vorbereitet. Es standen sechs Sequenzierungsprimer zur Verfigung, die in
Kombination das gesamte lacZ-Plasmid (4200 Bp.) abdecken konnten. Aufgrund der
groBen Probenzahl wurden zunéchst nur die ersten zwei Primer genutzt, die eine
Sequenzierung des Gens ab Position 366 ermoglichten (siehe Abb. 49). Insgesamt

standen 99 Bakterienklone aus den drei verschiedenen Genotypen (Wildtyp, XPA™,

89



Ergebnisse

XPC) nach MNU- bzw. MNU + O°BG-Behandlung zur Verfiigung, von denen 54
Proben sequenziert wurden. Bei 40 der 54 Proben konnte eine erfolgreiche
Sequenzierung durchgefiihrt werden und mit den eingesetzten Primern wurden dabei
13 Punktmutationen im Vergleich zur Referenzsequenz (Wildtypkontrolle) detektiert.
Die meisten Mutationen befanden sich am N-Terminus der lacZ-Sequenz, die vom
ersten Primer abdeckt wurden (Abb. 49).

Im lacZ-Gen fanden sich bei MNU-behandelten Wildtypméusen von sieben
erfolgreichen Sequenzierungsanalysen zwei Mutationen an der Position 419 (A>G)
und 827 (G—>A) (Tab. 11). Bei den XPC-defizienten Tieren wurden aus sechs
erfolgreich analysierten Proben zwei Mutationen entdeckt (G—>C an Position 428; A-
>G an Position 430). Bei XPA-Defizienz wurde aus sieben erfolgreich sequenzierten
Proben eine Mutation von C->T an Position 489 gemessen.

In der Gruppe der MNU + O°®-BG-behandelten Tieren wurden beim Wildtyp drei
Mutationen detektiert (A>C an Position 413; G—>A an Position 819; G>A an
Position 1001), in XPC™ )-Tieren ebenfalls drei Mutationen (A>G an Position 430;
T>G an Position1229; G>A an Position 1230) und bei XPA™)-Tieren zwei
Mutationen an gleichen Position (G>A an Position 488).

Die Anzahl an MNU-induzierten Punktmutationen wurde durch die Blockierung der
MGMT nicht erhéht, in beiden Gruppen wurden &hnliche viele Mutationen detektiert.
Insgesamt wurden sechs verschiedene Mutationstypen in diesen Proben gefunden.
Die Folgen der unterschiedlichen Punktmutationen auf die Aminosauresequenz
wurden anhand der Basenaustausche gegentber einer Referenzsequenz ermittelt. In
der Wildtypsituation verursachte die Mutation an Position 419 (Basenaustausch von
A->G) keine veranderte Aminosaure-Sequenz im Protein. Die Mutation an Position
827 von G->A fihrte zum Austausch von Tryptophan gegen Cystein. Unter
Blockierung der MGMT fanden sich bei den Wildtyptieren erneut Mutationen mit
einem Basenaustausch ohne Folgen (Position 413: Alanin>Alanin) und zwei
Mutationen mit einem Aminosaureaustausch (Position 819:
Asparaginsaure>Asparagin; Position 1001: Tryptophan->Cystein). Bei den XPC-
Tieren veranderte die G>C Mutation (Position 428) die Aminosauresequenz nicht
und an Position 430 entstand durch die Mutation eine Veranderung von

Glutaminsaure nach Glycin.
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Tab. 11: Ubersicht der MNU-induzierten Punktmutationen im lacZ-Gen

Wildtyp XPC XPA™ Wildtyp XPC) XPA™
(0°>-BG)  (0*BG)  (O%BG)
Verfugbare 19 15 19 11 15 20
Klone
Sequenzierte 12 8 8 10 7 9
Praparate
Erfolgreiche 7 7 6 7 6 7
Sequenzierung
Gefundene 2 (A>G 2 (G->C 1(C>T 3(G->A 3 (A->G 2(G>A
Mutationen P0s.419), Po0s.428), P0s.489) Pos. P0s.430), Po0s.488)
(G->A (A->G 1001), (T->G
P0s.827) P0s.430) (A->C P0s.1229)
Pos.413), G->A
(G->A P0s.1230)
P0s.819)

Die drei Mutationen der XPC- und MGMT-depletieren Tiere zeigten jeweils eine
Sequenz-Veranderung von Glutaminsdure zu Glycin (A->G an Position 430), von
Isoleucin nach Serin (Position 1229 T->G) und von Glutaminsdure nach Lysin
(Position 1230).

Die einzige in XPA™)-Tieren gefundene Mutation verursachte ein Stoppcodon durch
den Basenaustausch von C->T an Position 489. Die zusatzliche Blockierung der
MGMT-Aktivitat brachte zweimal die Mutation an Position 488 hervor, die zu einem

Aminosaureaustausch von Tryptophan nach Cystein fuhrte (Tab. 12).

Tab. 12: Veranderungen in der angenommenen Aminosauresequenz durch MNU-induzierte
Punktmutationen im lacZ-Gen

Genotyp Position Mutation

Wildtyp 419 A>G GAA (E¥)>GAG (E*
Wildtyp 827 G2>A TGG (W*)>TGA (C*)
Wildtyp-O°®-BG 413 A->C GCA (A*)>GCC (A%
Wildtyp-O°®-BG 819 G-2>A GAT (D*)>AAT (N*)
Wildtyp-O°®-BG 1001 G->A TGG (W*)>TGA (C*)
XPC 428 G->C CCG (P*)>CCC (P*
XPC 430 A>G GAA (E¥)>GGA (G*)
XPC-0%-BG 430 A>G GAA (E*)>GGA (G*)
XPC-0°-BG 1229 T->G ATT (I*) >AGT (S*)
XPC-0°-BG 1230 G-A GAA (E*)>AAA (K%
XPA 489 C->T CAG (Q*)>TAG (STOPP)
XPA-O°-BG 488 G2>A TGG (W*)>TGA (C*)
XPA-O°-BG 488 G2>A TGG (W*)>TGA (C*)

* Genetischer Code: Alanin (A), Arginin (R), Asparagin (N), Asparaginsaure (D), Cystein (C), Glutamin
(Q), Glutaminséaure (E), Glycin (G), Histidin (H), Isoleucin (I), Leucin (L), Lysin (K), Methionin (M),
Phenylalanin (F), Prolin (P), Serin (S), Threonin (T), Tyrosin (Y), Tryptophan (W), Valin (V)
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Allgemein fuhrten die hier detektierten MNU-induzierten Mutationen demnach zu
ganz unterschiedlichen Verdnderungen der Aminosauresequenz. Ob diese allerdings
zu dem Funktionsverlust des LacZ-Proteins gefuhrt haben, konnte vorerst nicht
nachgewiesen werden. Die ,stillen” Mutationen an Position 413 und 419 waren
jedenfalls sicher nicht die Ursache fur den LacZ-Ausfall. Insgesamt entstanden 10
Transitionen (Austausch zweier Purin- bzw. Pyrimidinbasen) und drei Transversionen
(Austausch  zwischen Purin und Pyrimidinbase). Zu einem eindeutigen
Funktionsverlust fiihrte sicher die Mutation an Position 489, die durch eine C>T
Transition einen Transkriptionsabbruch (Stoppcodon TAG) induzierte.

Um schlieRlich das Verhaltnis von O°®-meG-induzierten Punktmutationen zu anderen
Schadentypen zu analysieren, wurden alle Mutationen, die durch eine Fehlpaarung
von O°meG in der Replikation entstehen kénnen (G->A, C-T), den anderen

Mutationstypen gegenubergestellt und prozentual berechnet (Tab. 13).

Tab. 13: Anteil O®-meG-induzierter Punktmutationen im lacZ-Gen

Mause Anzahl aller O°-meG-vermittelte
Mutationstypen Mutationen

Total 13 (100 %) 6 (G->A) 1 (C->T)

=7 (54 %)

MGMT® 5 (38 %) 2 (15 %)

MGMT® 8 (62 %) 5 (39 %)

WT 5 (38 %) 3 (23 %)

NER") 8 (62 %) 4 (31 %)

Von den insgesamt 13 (= 100 %) ermittelten Punktmutationen konnten sieben (54 %)
auf mogliche nicht-reparierte O®-meG-Schaden zuriickgefiihrt werden. Davon traten
zwei (15 %) in MNU-behandelten Mausen auf und funf (39 %) in MGMT-depletierten
Tieren. Demgegenuber flhrte ein Verlust der Exzisions-Reparatur nicht zu einer
signifikanten Erhéhung von O°®-meG-spezifischen Punktmutationen (Abb. 50). Von
sieben moglichen Mutationen wurden drei (23 %) bei Wildtyptieren und vier (31 %)

bei NER-defizienten Tieren gefunden. Ein Ausfall der NER-Aktivitat zeigte demnach
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zumindest fir diese Probenzahl keine signifikante Erhéhung von O°-meG-

abstammenden Punktmutationen vergleichsweise zu NER-profizienten Tieren.

491 501 511 521

euieruencenng Referenzsequenz

$ T P

........................................................................

CCTGAGGCCGAT!~.CTGTCgTCGTCCCCTC»«“»‘;CTG-. AGATGCACGGTTA CGrTGCGCCCzTCT CACCAA

il l“lh HlHM il

CCTGAGGCCGATACTGTCYGTCGTCCCCTCAAACTGREAGATGCACGGTTACGATGCGCCCATCTACACCAA

Probe 2

CCTGAGGCCGATACTGEcgTCOGTCCCCTCAAA h G*TGC CGGTTA CG TGCGCCC#TCT CACCA

AN nn el

Abb. 50: Typische O°-meG-vermittelte Punktmutation (G:C->A:T) nach MNU-Behandlung:
Dargestellt ist eine Punktmutation von G->A, die typischerweise durch nicht-reparierte 0°-meG-
Lasionen wahrend der Replikation entstehen. Die Sequenzanalyse zeigte in diesem Genabschnitt bei
drei Proben von NER-defizienten Mausen eindeutig ein Adenin anstelle eines Guanins in der
Wildtypsequenz (Wildtypsequenz lacZ; ocker, A; Adenin (griin); C Cytosin (blau); T Thymin (rot); G
Guanin (schwarz).
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5 Diskussion

Im Rahmen dieser Dissertation sollte, basierend auf biochemischen und
zellbiologischen Daten von Nickel (2010), geprift werden, ob der dort entdeckte
alternative Reparaturweg fir O%meG auch in den Zellen verschiedener
Gewebetypen der Maus aktiv ist und welche biologische Rolle ihm gegebenenfalls
fur das Zelliberleben nach DNA-Alkylierung sowie bei der Mutations- und

Tumorentstehung zukommit.

5.1 Der Einfluss des MGMT-Proteins auf die Reparatur von O°%-meG

Die DNA-Methyltransferase MGMT st ein intensiv untersuchtes Reparaturprotein fur
die Entfernung von O-Alkylierungsschaden im Basenpaarungsbereich des DNA-
Doppelstranges. Die MGMT besitzt eine hohe Spezifitat fir O°-meG-Lasionen sowie
eine geringere Praferenz auch fir O*-meT (Graves 1989, Encell 1999). Das Protein
wurde in vielen pro- und eukaryotischen Organismen nachgewiesen und besitzt im
aktiven Zentrum beidseitig des Methylgruppen-Akzeptors eine evolutionar
hochkonservierte Aminosauresequenz. Mit Hilfe der Antikdrper-basierten ICA-
Technik wurde in dieser Arbeit die Effizienz der O°-meG-Reparatur in verschiedenen
Zelltypen von MNU-exponierten C57BL/6J-Wildtypmausen gezeigt. Nach der
Schadensinduktion erfolgte sowohl in Milzlymphozyten als auch in Zellen von Niere
und Leber eine rasche Entfernung der Lasionen aus der Kern-DNA (Abb. 21 und 22
A). Die Beteiligung des MGMT-Proteins an diesem Prozess konnte indirekt anhand
der verlangsamten Reparaturkinetik unter Einwirkung des MGMT-Inhibitors O°-BG
belegt werden. Eine Blockierung des MGMT-Proteins durch O°-BG fiihrte in MNU-
behandelten Wildtypmausen zunachst zu deutlich héheren Adduktmengen als bei
Tieren mit aktiver MGMT sowie zu einer gewebespezifisch unterschiedlich stark
eingeschrankten Reparaturleistung (Abb. 21 und 22). Der effizienteste
Reparaturprozess wurde in den Hepatozyten der Leber (Abb. 22 B) sowie in den
Cortex-Zellen der Niere dokumentiert (Abb. 22 A). Eine vergleichsweise langsame
O°-meG-Reparatur wurde in MilzZlymphozyten gemessen (Abb. 21). Ahnliche
Ergebnisse werden auch schon in der Arbeit von Nickel (2010) berichtet, wobei
MGMT-depletierte humane Lymphozyten eine ebenfalls nur partielle Reparatur von

MNU-induzierten O®-meG-Schaden tber die Zeit aufweisen. Die Unterschiede im
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Reparaturverhalten der untersuchten Zelltypen beruhen auf den gewebespezifischen
Unterschieden in der MGMT-Expression und —Aktivitat, wie sie bei Nagern (Maus,
Ratte) und beim Menschen gefunden werden (Gerson 1986). Die Leber verfugt dabei
Uber den hochsten Anteil endogener MGMT, gefolgt von Niere und Lunge, wéhrend
hamatopoetische Zellen vergleichsweise wenig MGMT-Protein aufweisen (Pegg
1978, Gerson 1985/1986). Die Tatsache, dass trotz Blockierung der MGMT-Aktivitat
weiterhin eine Reparatur von O°-meG in allen untersuchten Gewebetypen gemessen
wurde, zeigt, dass es in diesen Zellen mindestens einen weiteren
Reparaturmechanismus fur diesen Alkylierungsschaden geben muss.

Die ersten Hinweise zu einem alternativen Reparaturweg fiir O°-meG lieferten
Experimente an verschiedenen E. coli Stammen (Samson 1988). Dabei sind
Bakterien mit aktiver MGMT (ada®) in der Lage, MNU-induzierte O°-meG-L&sionen
effektiv und schnell zu entfernen und auch ein genetischer Verlust der MGMT-
Aktivitat (ada’) schrankt ihre Reparaturfahigkeit nur partiell ein. Haben die E. coli-
Zellen hingegen zusatzlich eine Funktionsmutation in der bakteriellen Nukleotid-
Exzisionsreparatur Uvr (ada”/UvrB™"), fiihrt dies nach einer MNU-Behandlung zu
persistierenden O°-meG-Schaden in der DNA. Vergleichbare Ergebnisse werden
auch in anderen Studien gezeigt (Rossi 1991). In der Arbeit von Nickel (2010) ist
dann erstmals ein alternativer Exzisions-Mechanismus fiir die Entfernung von O°-
meG-Lasionen aus der DNA von Saugerzellen beschrieben worden, der
Komponenten des NER-Systems sowie des FA-Signalweges benutzt und parallel zur

MGMT-gekoppelten Reparatur ablauft.

52 0°%meG wird in primaren Mauszellen iiber einen MGMT-unabh&ngigen
Reparaturweg entfernt, der Komponenten der Nukleotid-Exzisions-

Reparatur (NER) sowie des Fanconi/BRCA-Sighalweges (FA) bendtigt

Als essentielle Faktoren des alternativen Reparaturweges sind aus Untersuchungen
an humanen Zelllinien sowie an Primarzellen das XPC-Protein aus dem NER-Weg
sowie das FancD2-Protein aus dem FA-Signalweg bestimmt worden (Nickel 2010).
In dieser Arbeit wurde nun belegt, dass diese Faktoren auch fur die
Exzisionsreparatur von O°-meG-L&sionen in vivo absolut notwendig sind. Zusatzlich

wurden weitere NER- und FA-Proteine in die Versuchsansatze aufgenommen, um
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den molekularen Mechanismus des alternativen Reparaturmechanismus néher zu
charakterisieren. Auch sollte die Frage geklart, ob der alternative Exzisions-
Mechanismus speziell auf O°-Alkylierungen zugreift oder ein breiteres
Substratspektrum fur weitere DNA-Schadenstypen aufweist.

5.2.1 Einfluss der NER-Faktoren auf die O°-meG-Reparatur in verschiedenen
Zell-/Gewebetypen der Maus

Der NER-Weg, als komplexer Reparaturmechanismus, kann durch sein grol3es
Substratspektrum eine Vielzahl unterschiedlicher Schadenstypen erkennen und
reparieren. UV-induzierte Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere (CPD) und Pyrimidin (6-4)
Pyrimidone Addukte (6-4PP) gehdren dabei zu den klassischen NER-Substraten.
Aber auch Strukturen wie Cisplatin-induzierte 1,2 Pt-[GpG] Intrastrang
VerknUpfungen oder sogenannte ,bulky adducts”, die durch mutagene oder
genotoxische Substanzen entstehen, werden von der NER erkannt und entfernt
(Hoeijmarkers 2001, Gillet und Schéarer 2006).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass O°-meG-Lé&sionen iber einen NER-
ahnlichen Exzisions-Mechanismus in vivo entfernt werden koénnen (Kap. 4.1.2).
Dabei hatten die beiden untersuchten NER-Faktoren XPC und XPA allerdings eine
unterschiedliche funktionelle Bedeutung fiir die O°-meG-Reparatur. Trotz des
Verlustes der XPA-Funktion, aber bei aktiver MGMT-Aktivitat, lief sowohl in
Milzlymphozyten als auch in Nierencortex-Zellen die Reparatur der Addukte
vergleichbar effizient ab wie bei NER-profizienten Tieren (Abb. 26 A und 27 A). Auch
die zusatzliche Blockierung des MGMT-Proteins filhrte in XPA™)-Zellen lediglich zu
einer verlangsamten Schadensreparatur (Abb. 26 B und 27 B).

Somit konnte dem XPA-Protein fiir die Entfernung von O°-meG-L&sionen in vivo nur
eine eher untergeordnete Rolle zugesprochen werden. Unterstitzt werden die
Ergebnisse durch die Daten von Nickel (2010), die zeigen, dass ein Verlust des XPA-
Proteins in MGMT-blockierten primaren Mauslymphozyten die Reparatur von O°-
meG ebenfalls nur partiell einschranken. Obwohl ein funktionelles XPA-Protein fir
die Entfernung von kritischen O°-G-Methylierungen aus dem Gesamtgenom nicht
unbedingt notwendig ist, waren XPA)-Zellen jedoch deutlich empfindlicher

gegenuber den zytotoxischen Auswirkungen einer MNU-Behandlung als die
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entsprechenden Wildtypzellen (Abb. 34 A). Ahnliche Ergebnisse fiir ethylierende
Agenzien zeigen die Untersuchungen von Bronstein et al. (1991). Dabei reagieren
humane lymphoblastoide Zellen mit einer XPA-Defizienz deutlich sensitiver
gegenuber den biologischen Auswirkungen von Ethylnitroseharnstoff (ENU) als XPA-
profiziente Zellen. Gleichzeitig fuhrte in dieser Untersuchung der XPA-Verlust zu
einem Ausfall der Reparatur von O°-Ethylguanin (Bronstein 1992). Diese Ergebnisse
stehen allerdings im Widerspruch zu Daten einer anderen Studie (Maher 1990).
Koloniebildungsversuche an humanen NER-profizienten und XPA-defizienten
Fibroblasten zeigen in Anwesenheit funktioneller MGMT-Aktivitat ein ahnlich gutes
Uberleben nach Behandlung mit methylierenden oder mit ethylierenden Agenzien.
Erst eine reduzierte MGMT-Aktivitat verstarkt die Sensitivitat gegenuber
methylierenden und ethylierenden Agenzien jedoch ohne signifikante Unterschiede
zwischen XPA-profizienten und —defizienten Zellen. Diese Ergebnisse wiederum
stimmen mit den in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten an hamatopoetischen
Stamm- und Vorlauferzellen uberein. Eine Blockierung des MGMT-Proteins
verstarkte die Sensitivitat gegenuber steigenden MNU-Dosen erheblich (Abb. 34 B).
Moglicherweise haben die in Maher (1990) untersuchten MGMT-profizienten
Zelllinien, die aus XPA")-Patienten etabliert worden sind, weitere spezielle
Eigenschaften, wie beispielsweise einen MMR-Funktionsverlust, durch den ein
ahnlich gutes Uberleben nach ethylierenden und methylierenden Agenzien erreicht
wird.

Da in der Literatur postuliert wird, dass das ,klassische“ NER-System auch an der
Reparatur von Cisplatin-induzierten Pt-[GpG] Intrastrang Addukten beteiligt ist, wurde
die funktionelle Rolle des XPA-Proteins auch in diesem Zusammenhang untersucht
(Abb. 33). Dabei zeigten Nierencortex-Zellen bei Wildtypmausen nach Cisplatin-
Exposition zunachst einen Anstieg der Pt-[GpG]-Schaden mit anschlieRender
Reduktion durch den eingeleiteten Reparaturprozess. Ein XPA-Verlust fihrte auch
bei diesem Schadenstyp lediglich zu einer gegenuber den Wildtyptieren
verlangsamten Reparaturkinetik (Abb. 33). Dies zeigte, dass ahnlich wie bei den O°-
meG-Addukten, aber anders als bei UV-Schaden in der DNA (Rademakers 2003),
das XPA-Protein auch bei der Reparatur von Platin-Intrastrang-Addukten offenbar
nur eine untergeordnete Rolle spielt. Andererseits beschreiben Enoiu et al. (2012),
dass die Anwesenheit des XPA-Proteins entscheidend fir die Entfernung von

zytotoxischen Interstrang-,cross-links® (ICL) ist. Bei der Messung verschiedener
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Reparatur-defizienter humaner Fibroblastenlinien zeigt sich ein Ausbleiben der
Reparatur von toxischen ICL vor allem bei einem Funktionsverlust von XPA.

Aus der vorhergehenden Arbeit von Nickel (2010) geht hervor, dass das XPC-Protein
in vitro an DNA-Doppelstrangmolekiile binden kann, die O°-meG:C oder O°-etG:C-
Basenpaare enthalten und an der Exzisionsreparatur dieser Alkylierungsschaden
beteiligt ist. Weiter fuhrt nach Nickel (2010) ein Fehlen des XPC-Proteins in humanen
Fibroblasten-Zelllinien dazu, dass MNU-induzierte O®-meG-Lé&sionen nicht mehr aus
der DNA entfernt werden kénnen.

Das wurde in dieser Arbeit nun auch fur primare Mauszellen in vivo bestatigt. Ein
XPC-Funktionsverlust bewirkte in Milzlymphozyten sowie in Nierencortex-Zellen
einen Ausfall der Exzisionsreparatur von MNU-induzierten O°-meG-Schéden und
hinterliel3 einen dauerhaft hohen Adduktspiegel in der DNA, wenn zugleich die
endogene MGMT inhibiert wurde (Abb. 23 B und 24 B). Zunachst Uberraschend
zeigten Leberzellen unter diesen Bedingungen jedoch weiterhin eine gewisse
Reparaturaktivitat fur O°-meG (Abb. 25 B). Diese Diskrepanz beruht wahrscheinlich
auf der auRerordentlich hohen MGMT-Expression in Maushepatozyten (Pegg 1978)
und der deshalb unvollstdndigen Inaktivierung des MGMT-Proteins durch den
Inhibitor O°-BG. Basierend auf den hier erhobenen Daten konnte eindeutig belegt
werden, dass XPC auch in primaren Mauszellen unter in vivo-Bedingungen eine
unabdingbare Komponente der Exzisionsreparatur von O°-meG ist.

Weiterhin sollte geprift werden, ob der XPC-abhéngige alternative Reparaturweg
exklusiv auf methylierte Guanin-Basen zugreift oder moglicherweise auch auf weitere
DNA-Schadenstypen. Dazu wurde die Reparatur von Cisplatin-induzierten Pt-[GpG]-
Addukten untersucht. Ein XPC-Verlust fuhrte zu einem vollstandigen Ausfall der
Exzisionsaktivitat und einer langanhaltenden Persistenz dieser Schaden (Abb. 33).
Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit friheren Befunden in Tubulusepithelzellen
der Niere (Liedert 2006) und in peripheren Nervenzellen (Dzagnidze 2007) von
Cisplatin-behandelten Mausen. An der Reparatur von ICL’s ist XPC nach Messungen
von Enoiu et al. (2012) allerdings nicht beteiligt.

Daneben werden dem XPC-Protein auch die Beteiligung an weiteren
Reparaturprozessen zugeschrieben, die moglicherweise unabhangig von der
Nukleotidexzision sind (Melis 2011, Cramers 2012). So entwickeln XPC)-Mause
nach oxidativem Stress haufiger Tumoren als XPA™)- oder Wildtyptiere. Dies kann

eventuell auf einen Verlust der Reparaturkompetenz fir ROS-induzierte (,reactive
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oxygen species”) DNA-Schaden wie 8-hydroxguanin zurlckzufihren sein (Melis
2011). Des Weiteren reagieren humane XPC -Fibroblasten im Vergleich zu
Wildtypzellen extrem sensitiv auf DNA-oxidierende Agenzien (D’Errico 2006). Das
konnte fir eine Rolle von XPC auch bei der Basen-Exzisions-Reparatur sprechen, da
8-oxo-Guanin-Schéden in diesen Zellen deutlich schlechter repariert werden
(D’Errico 2006).

5.2.2 Zur Rolle von Komponenten des Fanconi Anamie/BRCA-Signalweges
(FA) bei der Exzisionsreparatur von O°-meG

Beim FA-Signalweg handelt es sich um einen sehr komplexen Mechanismus, der als
Zellantwort auf verschiedene Typen von DNA-Schadigungen induziert wird. Belegt ist
dies fur Strahlen-induzierte Doppelstrangbriiche sowie fur Chemikalien-induzierte
DNA-Strangverknupfungen (ICL), die jeweils einen Replikationsstopp hervorrufen.
Eine Mutation in einem der bisher 15 bekannten FA-Proteine fuhrt bei primaren
Zellen von Patienten mit Fanconi Anamie zu einer hohen Empfindlichkeit gegen ICL-
induzierende Agenzien wie Mitomycin C, Diepoxybutan oder Cisplatin (Grompe und
D’Andrea 2001, Taniguchi 2002/2003, De Winter und Joenje 2009, Ziehe 2012). Eine
direkte Beteiligung des Gesamtkomplexes oder einzelner Komponenten an der
Entfernung der oben genannten Schéaden aus der DNA ist bislang nicht eindeutig
belegt (Shen 2009). Gut untersucht ist hingegen die préaferentielle Bindung des
aktivierten FA-Komplexes an blockierten Replikationsgabeln sowie seine Rolle bei
der Stabilisierung der Reparaturmaschinerie am geschadigten Chromatin (Ciccia
2007, Gari 2008, Kim 2008).

Erste Zusammenhange zwischen der Funktion des FA-Signalweges und der
Resistenz gegentber Alkylanzien stammen aus Daten von Chen et. al (2007). Dabei
zeigen humane Glioblastomzellen nach reduzierter Expression des FancD2-Proteins
eine zweifach hohere zelluldre Sensitivitat gegentiber Temozolomid oder BCNU (bis-
chloroethylnitrosourea). In einem weiteren Versuch flhrt eine zuséatzliche Inhibition
der endogenen MGMT bei diesen Zellen sogar zu einer Verstarkung der
zytotoxischen Effekte von Temozolomid und BCNU. Eine ahnliche Wirkung konnte
zum Teil auch in dieser Arbeit bestatigt werden. Milzlymphozyten aus FancD2"-
Tieren wiesen nach ex vivo-Behandlung mit MNU ein deutlich reduziertes

ZellUberleben gegenuber entsprechenden Wildtypzellen auf (Abb. 34 A). Eine
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vorherige Depletion der endogenen MGMT-Aktivitat verstarkte hier zwar den
zytotoxischen Effekt von MNU, allerdings bei Wildtyp- und FancD2™-Zellen
gleichermalR3en stark (Abb. 34 B). Zudem konnte gezeigt werden, dass die hier
gesteigerte zellulare Sensitivitdt der FancD2-defizienten Zellen mit einer reduzierten
bzw. fehlenden Reparaturfahigkeit von O°-meG-Schaden einherging (Abb. 29 und
30). In der DNA von Milzlymphozyten und Nieren-Zellen aus MNU-exponierten
FancD2™)-Tieren fanden sich, im Vergleich zum Wildtyp, bis zu zweifach hohere O°-
meG-Schadensmengen (Abb. 29 A und 30 A), die bei zuséatzlichem Verlust der
MGMT-Aktivitat dauerhaft in der DNA zurtckblieben (Abb. 29 B und 30 B). Weiterhin
unterstutzt wird dieser Zusammenhang durch Untersuchungen von Kondo et al.
(2011), die zeigen, dass Mausfibroblasten durch Verlust des FancD2-Proteins extrem
gegenuber methylierenden Agenzien sensitiviert werden. Die Reparaturbefunde in
dieser Arbeit legen nahe, dass die zuvor gemessene zellulare Alkylanzien-
Sensitivitat von FancD27-Zellen auch auf persistierende O°f-meG-Addukte
zuruckzufihren ist.

Ob diese Funktion ausschlief3lich fir das FancD2-Protein zutraf oder noch andere
FA-Proteine von ahnlicher funktioneller Bedeutung fur diesen Schadenstyp waren,
wurde das FancD2-Homolog Fancl in die Untersuchung einbezogen. Fancl bildet mit
FancD2 den ID-Komplex und wird gemeinsam mit FancD2 nach der Aktivierung des
FA-Signalweges monoubiquitiniert. Zuvor werden Fancl und FancD2 allerdings
unabhéngig vom FA-Signalweg von ATR/ATM phosphoryliert, was die Dissoziation
vom Fancl- und FancD2-Protein nach der Monoubiquitinierung begunstigt (Taniguchi
2002, Sareen 2012).

In der Literatur wird das Fancl-Protein bislang nicht mit Reparaturprozessen von
DNA-Alkylschaden in Verbindung gebracht. In dieser Arbeit wurden humane Fancl®”
)-Fibroblasten sowie deren rekonstituierte Wildtypform auf die Reparaturfahigkeit von
0O°-meG-Lasionen gepriift. Dabei waren Fancl™-Fibroblasten in der Lage, in An- und
Abwesenheit von der MGMT, 0O°meG effizient aus der DNA zu entfernen
vergleichsweise zu den rekonstituierten Wildtypzellen (Abb. 32). Dieses Ergebnis
legte dar, dass Fancl nicht an der Reparatur von O°-meG-Schaden beteiligt ist und
somit keine Rolle im alternativen Reparaturweg fiir O°®-meG spielt. Eine mdgliche
Erklarung dafur kénnte sein, dass Fancl und FancD2 zwar strukturell sehr ahnlich
sind, trotzdem entscheidende Unterschiede in ihrer Funktion aufweisen. So verflugt

FancD2 Uber eine Nukleosom-Bindungsstelle, die wichtig fur die Anhaftung an
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Chromatin- und Histonstrukturen (H3/H4) ist und eine entscheidende Rolle in der
Interstrang-,cross-link® Reparatur spielt, da Mutationen in dieser Sequenz zu einer
erhohten Sensitivitat gegentber Cisplatin fihren (Sato 2012). Fancl weist keine
solche Sequenz auf, stimuliert aber stattdessen die Monoubiquitinierung von FancD2
und dessen Histon-Bindungsaffinitdit (Sato 2012a). Mdglicherweise ist diese
Bindungsstelle notwendig fiir die Reparatur von O°-meG-Schéaden.

Neben dem Fancl wurden auch andere FA-Proteine auf deren Einfluss an der O°-
meG-Reparatur untersucht (Nickel 2010). Lymphoblastoide FancA-, FancC™ und
FancG)-Zellen  verfiigen  nach  MNU-Induktion  Uber  vergleichbare
Reparatureigenschaften wie die FA-Wildtypzellen, auch wenn die endogene MGMT
blockiert ist. Unterstitzt werden diese Daten auch von Kondo et al. (2011), wonach
ein Verlust der FancA- oder FancC-Funktion in murinen Fibroblasten keine
signifikanten Unterschiede im Zelliberleben nach Alkylanzien-Gabe zeigt
vergleichsweise zu Wildtypzellen. Dies kann auf eine &hnliche Reparaturfahigkeit in
diesen Zellen zurickgefuihrt werden. Aus den hier erhobenen Daten sowie den
Erkenntnissen aus der Literatur Iasst sich die besondere Stellung von FancD?2 fur die
Reparatur von methylierenden DNA-Schadigungen erkennen, besonders fir die
Reparatur von kritischen O°-meG-Lasionen, in die andere FA-Proteine bislang nicht
involviert sind. In welcher Art FancD2 an dem Reparaturprozess von O°-meG
Lasionen beteiligt ist, konnte nicht geklart werden.

Es steht jedoch fest, dass von allen bisher untersuchten FA-Proteinen ausschlie3lich
FancD2 fir die O®-meG-Léasionen aus der DNA unterschiedlicher Zelltypen absolut
essentiell ist. Um die funktionelle Bedeutung von FancD2 auch fir andere
Schadenstypen festzustellen wurde in FancD2-profizienten und —defizienten Zellen
die Reparaturfahigkeit von Cisplatin-induzierten Pt-[GpG] Intrastrang-Verknipfungen
bestimmt. Ein FancD2-Knockout zeigte, wie auch schon bei O®-meG gesehen, nach
Exposition mit dem Zytostatikum Cisplatin zunéchst einen schadensinduzierten
Anstieg der Pt-[GpG]-Addukte, die allerdings nicht wieder repariert wurden und
dauerhaft in der DNA zurtickblieben (Abb. 33). Dies zeigte, dass das FancD2-Protein
nicht nur fir die Reparatur von O°®-meG-Lésionen, sondern auch an der Entfernung
von Pt-[GpG]-Schaden malR3geblich beteiligt ist. Parallel zum XPC-Protein stellt daher
auch das FancD2-Protein eine weitere Komponente des alternativen
Reparaturweges in vivo dar und zeigt eine Verbindung zwischen der NER und dem

FA-Signalweg auf.
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5.3 MNU-induzierte DNA-Schaden haben gravierende Effekte auf

hdmatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen in vivo

Es ist lange bekannt, dass sich die zytotoxischen Effekte einer Exposition mit
methylierenden Agenzien bei Maus und Mensch besonders stark in Zellen des
hamatopoetischen Systems auspragen (Allay 1995, Sakumi 1997, Reese 2001).
Zuruckgefuhrt wird dies auf den niedrigen MGMT-Gehalt dieser Zellen und die
dadurch bedingte ungeniigende Reparatur von kritischen O°-meG-Schaden (Gerson
1985/1986, Glassner 1999, Reese 2001, Milsom 2008). Die persistierenden DNA-
Schaden in proliferations-aktiven hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen
stellen nach dem derzeitig akzeptierten Modell in Kombination mit der post-
replikativen Aktivitdt der Mismatch-Reparatur auch die Hauptursache fir die
schwerwiegende Myelosuppression nach Behandlung mit monofunktionellen
Alkylanzien dar (Moritz 1995, Karran 2001, Quiros 2010). Sichtbar wird dieser Effekt
im peripheren Blut durch eine starke Abnahme der Leukozyten- und
Thrombozytenzahl (Davis 2000, Jansen 2002, Sorg 2007).

Auch bei den in vivo-Experimenten in dieser Arbeit zeigte sich die myelosuppressive
Wirkung bereits eine Woche nach MNU-Behandlung besonders bei Reparatur-
defizienten Mausen anhand einer deutlichen Reduktion der peripheren Leukozyten,
wohingegen andere Zelltypen, wie Erythrozyten und Thrombozyten, nicht betroffen
waren (Abb. 37). Diese Beobachtungen legen nahe, dass durch MNU vorrangig die
Lymphopoese dieser Tiere geschadigt wird und zu einem Verlust lymphatischer
Vorlauferzellen fuhrt. Ob und wie schnell der gemessene periphere Zellverlust wieder
ausgeglichen werden kann, hangt, wie hier gezeigt, sowohl von der induzierten
Schadensmenge als auch von der Reparaturkapazitdt der hamatopoetischen Zellen
ab (Abb. 35).

Eine MNU-Dosis von 15 mg/kg erzeugte in keinem der untersuchten Mausstamme
messbare Effekte im peripheren Blut (Abb. 35 A), wahrend eine Dosis von 30 mg/kg
bereits bei der Mehrzahl der adulten Mause eine myelosuppressive Wirkung
induzierte (Abb. 35 B). Aus der Literatur ist bislang nur der Einfluss der MGMT -
Aktivitat auf die Myelotoxizitat durch Alkylanzien bekannt. Die Untersuchungen von
Tsuzuki et al. (1996) zeigen, dass durch einen homozygoten MGMT-Verlust
C57BL/6J-Wildtypmause gegenuber MNU stark sensitiviert werden und ihre

Uberlebenszeit im Vergleich zu MGMT-profizienten Wildtyptieren deutlich verkiirzt ist.
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Die hamatopoetischen Zellen dieser Tiere sind nicht mehr in der Lage, die MNU-
induzierten Schaden hinreichend zu beheben, um eine Erholung der peripheren
Leukozyten zu ermdglichen. Diese Befunde bestarken die Annahme, dass die
Myelotoxizitat im Wesentlichen durch persistierende O°-meG-Schaden hervorgerufen
wird. In die gleiche Richtung weisen auch die Untersuchungen von Jansen et al.
(2002) und Sorg et al. (2007), bei denen wiederholte Behandlungszyklen mit dem
methylierenden Zytostatikum Temozolomid bei C57BL/6J-Mausen nur dann eine
Myelosuppression hervorrufen, wenn gleichzeitig die endogene MGMT durch O°-BG
inaktiviert ist. Erst durch transgene Expression eines O°-BG-resistenten MGMT-
Proteins in die Knochenmarkzellen und anschlieRender Transplantation in letal
bestrahlte Rezipienten-Méause sind diese vor der myelotoxischen Wirkung von
Temozolomid weitgehend geschuitzt. Diese Ergebnisse unterstreichen eindriicklich
die urséchliche Wirkung der O°®-meG-Addukte und die protektive Rolle der MGMT.
Ausgehend von der Annahme, dass eine durch DNA-Methylierung hervorgerufene
Myelotoxizitat auch auf nicht-reparierte O°®-meG-Schéaden zuriickzufithren ist, wurde
in dieser Arbeit erstmals die Rolle einzelner Komponenten des alternativen
Reparaturweges unter diesem Aspekt untersucht. Dass diese Faktoren fir die
Reparatur von O°-meG in vivo von zentraler Bedeutung sind, wurde schon anhand
der durchgefiihrten Reparaturkinetiken in verschiedenen Zelltypen belegt (Abb. 23/24
B und 29/30 B). Bei funktioneller Anwesenheit beider Reparatursysteme und
effizienter Entfernung der O°-meG-Schaden zeigten MNU-exponierte Wildtyptiere
keine myeloablativen Auswirkungen im peripheren Blut (Abb. 37 A). Erst ein Verlust
der MGMT-AKktivitat sensitivierte diese Mause gegeniber den zytotoxischen Effekten
von MNU und fuhrte zu einer leichten Myelosuppression (Abb. 37 B).

Auf dem Hintergrund einer XPC- oder FancD2-Defizienz verursachte die MNU-
Behandlung eine deutliche Toxizitat im ha&matopetischen System, die zu einer
starken Reduktion der peripheren Leukozyten fuhrte (Abb. 37 A). Interessanterweise
verstarkte eine zusatzliche Depletion der MGMT diesen Effekt nicht (Abb. 37 B). Die
groRten zellularen Auswirkungen fanden jedoch bei den MNU-exponierten XPA-
Tieren statt. In Anwesenheit von MGMT hatte der Verlust der XPA-Funktion zunachst
nur leichte myeloablative Effekte von MNU zur Folge, die sich aber bei Inhibition der
endogenen MGMT-Aktivitat drastisch verstarkten und zu einem lang anhaltenden

Mangel an peripheren Leukozyten flhrte. Demgegeniber normalisierte sich dieser
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Parameter bei XPC™- und FancD2”)-Tieren selbst bei MGMT-Inhibition
vergleichsweise schnell (Abb. 37).

Basierend auf den hier erhobenen Daten konnte erstmals gezeigt werden, dass
parallel zur MGMT auch die Funktionalitat des Exzisions-Reparaturweges in vivo
zum effizienten Schutz vor den zytotoxischen Wirkungen einer DNA-Methylierung
beitragt. Dies geht Uber die in der Literatur beschriebenen Erkenntnisse hinaus, die
bislang lediglich der MGMT eine chemoprotektive Rolle bei Methylierungsschaden
zusprechen (Dumenco 1993, Shiraishi 2000). Einen besonderen Stellenwert in dieser
Untersuchung besalR das XPA-Protein. Obgleich ein Ausfall des XPA-Proteins die
Exzisions-Reparatur von O°meG-Schaden im Gesamtgenom nur maRig
verlangsamte, hatte ein kombinierter Verlust des XPA- und MGMT-Proteins eine
extreme Zunahme der MNU-induzierten Hamatotoxizitat zur Folge. Dies war wegen
der ohnehin geringen MGMT-Aktivitdt von Stamm- und Vorlauferzellen besonders
bemerkenswert.

Eine mogliche Erklarung fur die Sonderrolle des XPA-Proteins in diesem
Zusammenhang koénnte seine duale Funktion sowohl in der Gesamt-genomischen
wie in der Transkriptions-gekoppelten Reparatur (TC-NER) liefern (siehe Einleitung).
Das Funktionsmodell des hocheffizienten TC-NER-Weges ist zwar urspringlich fur
UV-induzierte DNA-Schaden etabliert, aus Reparaturmessungen an ENU-
exponierten Ratten ergeben sich jedoch klare Hinweise auf eine solche praferentielle
Schadensentfernung aus aktiven Genen auch fiir O°-Ethylguanin (Engelbergs 1998).
Werden diese geschadigten Genabschnitte dann transkribiert, fugt die RNA-
Polymerase Il durch zusatzlichen Ausfall der Transkriptions-gekoppelten Reparatur
(XPA™)) wahrend des Transkriptionsprozesses ein Uridin gegeniiber eines nicht-
reparierten O°®-meG-Schadens ein. Dieser falsche Einbau im mRNA Transkript
erzeugt eine Veranderung der Aminosaureabfolge und somit der Protein-Funktion.
Diese kénnen dann mitunter auch zytotoxisch fur die Zelle werden (Burns 2010).
Eine weitere Mdoglichkeit fur die zytotoxischen Ereignisse besteht in dem post-
replikativen Einsatz der Mismatch-Reparatur bei bestehenden O°-meG-Schaden in
der DNA. Dabei sitzt der Mismatch-Komplex an der Stelle einer O°meG:T
Basenfehlpaarung und kann durch futile repair cycles Licken bzw. Strangbriiche in
der DNA hinterlassen, die nach einer weiteren Replikation toxische
Doppelstrangbriiche zur Folgen haben (Duckett 1996, Roos 2004). AufRerdem kann

durch den wiederholten Reparaturprozess der Zugang fur die RNA Polymerase Il zur
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DNA verhindert werden, wodurch die Transkription blockiert oder gar gehemmt wird.
Fur die Tumortherapie kdonnten diese Ergebnisse einen zusatzlichen interessanten
Ansatzpunkt bieten, da das hamatopoetische System immer noch als Dosis-
limitierender Faktor wahrend der Alkylanzien-Therapie gilt (Moritz 1995). In
zahlreichen Studien wird Uber retroviralen Gentransfer (Uberexpression des MGMT-
Proteins) bzw. O°-BG-resistente Zellen versucht korpereigene Knochenmarkzellen
fur die Tumortherapie mit Alkylanzien zu starken, um einem besseren Angriffspunkt
bei der Bekampfung von Tumorzellen durch héhere Behandlungsdosen zu erzielen
(Milsom 2008, Adair 2012). Im Bezug auf die neu gewonnenen Ergebnisse in dieser
Arbeit konnte aber auch der Status des XPC-, FancD2- oder XPA-Proteins in
Tumorzellen Aufschluss Uber deren Reparatureigenschaften geben und

Moglichkeiten fir neue Therapieansatze schaffen.

5.4  Eine reduzierte Reparaturkapazitat fiir O°-meG erhéht die Tumorinzidenz
im hamatopoetischen System MNU-behandelter Mause

Das Auftreten von Tumoren ist eng mit einer hohen Proliferationsrate in bestimmten
Gewebetypen verknlpft, da proliferierende Zellen besonders anféallig fir die
Entstehung von Mutationen sind (Cohen und Ellwein 1990). Die Ursache hierfir liegt
einerseits in der ,spontanen“ Fehlerrate der DNA-Polymerase wahrend der
Replikation, andererseits in der vergleichsweise kurzen Zeitspanne, die fur eine
rechtzeitige Reparatur von induzierten DNA-Modifikationen zur Verflgung steht. In
beiden Fallen nehmen mutagene Ereignisse stark zu, die unter anderem zur
malignen Transformation einzelner Zellen fiihren kénnen. Methylierende Agenzien
wie MNU verstarken diesen Effekt erheblich, da insbesondere den O°-meG-Lésionen
aufgrund ihrer Fehlpaarungseigenschaft ein hohes mutagenes und karzinogenes
Potential zugesprochen wird (Margison 2002, Kaina 2007). Werden diese Addukte
nicht rechtzeitig aus der DNA entfernt, kdnnen resultierende G:C->A:T Mutationen
zum Beispiel in Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen zu einem erhdhten
Tumorrisiko beitragen (Dumenco 1993).

Einen ersten direkten Zusammenhang zwischen der Exposition mit methylierenden
Agenzien und der Entstehung von Tumoren zeigt die Arbeit von Fong et al. (1990). In
dieser Studie entwickeln Ratten nach Behandlung mit dem methylierenden

Krebsmedikament Procarbazin vermehrt Mammakarzinome, die auch auf nicht-
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reparierte O°-meG-Lésionen zuriickzufitlhren sind. Auch andere Untersuchungen
bringen die Entstehung von Tumoren in Zusammenhang mit persistierenden O°-
meG-Lasionen (lwakuma 1997, Sakumi 1997). Die meisten Versuche basieren dabei
auf dem Vergleich von MGMT-profizienten und -defizienten Mausen, da dieses
Protein praferenziell Alkylierungen an der O°-Position des Guanins entfernt.
Tatsachlich steigt nach einer Behandlung mit alkylierenden Substanzen die
Tumorinzidenz nur bei den MGMT-defizienten Tieren stark an, wahrend bei
funktioneller MGMT Tumoren verhindert werden. In der vorliegenden Arbeit sollte
untersucht werden welche Rolle neben der MGMT auch die Komponenten des
alternativen Reparaturweges bei der MNU-induzierten Karzinogenese spielen. Es
konnte hier gezeigt werden, dass Wildtypmause mit funktioneller Reparaturfahigkeit
bei der eingesetzten MNU-Dosis innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 200
Tagen keine Tumoren aufwiesen und dass nach pharmakologischer Inhibierung des
MGMT-Proteins wahrend der Behandlung lediglich ein Tier erkrankte (Abb. 39 und
40). Dieses Ergebnis bestatigt Befunde von Dumenco et al. (1993), die der MGMT
eine Schutzfunktion bei der MNU-induzierten Tumorgenese zuschreiben.
Demgegenuber fuhrte ein Ausfall der XPC- oder FancD2-Funktion zu einer deutlich
erhohten Rate von Lymphomen nach MNU-Exposition, unabhangig vom jeweiligen
MGMT-Status. Dies unterstreicht die wichtige Rolle der Exzisionsreparatur fir eine
karzinogene Wirkung von MNU bei diesen Tieren. Zudem verkirzte der Verlust des
XPC- oder FancD2-Proteins die Latenzzeit fur das Auftreten der ersten Tumore auf
90 Tage. Trotz des partiellen Ausfalls der O®-meG-Exzision aus der genomischen
DNA fand sich der starkste karzinogene Effekt einer MNU-Exposition in der Gruppe
der XPA™)-Tiere. Ahnlich wie bei der Myelotoxizitat hatte ein Verlust der XPA-
Funktion bei aktiver MGMT zunachst keinen signifikanten Effekt auf die
Karzinogenese, da alle behandelten Tiere die Beobachtungszeit tumorfrei tberlebten
(Abb. 39). Bei zusatzlicher Blockierung der MGMT-Funktion fanden sich jedoch bei
allen MNU-exponierten XPA™)-Tieren T-Zell Lymphome und die Latenzzeit bis zum
ersten Auftreten eines Tumors war mit 70 Tagen im Vergleich zu XPC- und
FancD2™)-Tieren weiter verkiirzt. Dieser Befund war zun&chst (iberraschend
angesichts der deutlich schwacheren Auswirkung einer XPA-Defizienz auf die
Exzisionsreparatur von O®-meG in hamatopoetischen Zellen (Abb. 26).

Eine mogliche Erklarung ergibt sich aus der Analogie zur NER-vermittelten Reparatur

von UV-Schéaden. Hier fiihrt ein Funktionsverlust von XPA, im Gegensatz zu XPC,
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zum Ausfall nicht nur der globalen genomischen Reparatur (GG-NER) sondern auch
der sehr effizienten Reparatur transkribierter Gensequenzen (TC-NER).
Moglicherweise gilt ahnliches auch fiir die Exzisionsreparatur von O°-Alkylresten am
Guanin, wie Untersuchungen von Engelbergs et al. (1998) am Brustdriisenepithel der
Ratte nahelegen. Demnach werden nach kombiniertem Ausfall von TC-NER und
MGMT-Aktivitat O°-Methylierungen nicht mehr hinreichend schnell aus den
kodierenden Sequenzen aktiver Gene entfernt und filhren dann im n&chsten
Replikationsschritt zu fixierten Mutationen, die ein weitaus grof3eres Risikopotential
fur die Tumorentstehung darstellen, als Sequenzveranderungen in ,stillen* Genen
oder nicht-kodierenden Bereichen der DNA. Offenbar reicht aber die Funktionalitat
eines der beiden Reparatursysteme, TC-NER oder MGMT, aus, um diese kritischen
DNA-Abschnitte hinreichend zu schiitzen und eine maligne Transformation einzelner
hamatopoetischer Zellen weitgehend zu verhindern.

In diesem Zusammenhang wird Uber sogenannte ,Hotspots® in der DNA diskutiert, in
denen vorwiegend O°-meG- bzw. O°-etG-Lasionen nach MNU- oder ENU-Exposition
spezielle Mutationstypen herbeifiihren (Engelbergs 2000). Ein bekanntes Beispiel ist
die Punktmutation in den Proto-Onkogenen Ha-ras bzw. K-ras (Codon 12:
GGA->GAA) (Esteller 2000, Rajewsky 2000), durch die das Signalprotein RAS
dauerhaft aktiviert bleibt und Zellzyklus-stimulierende Transkriptionsprozesse
induziert. Aber auch der Status der MMR-Proteine konnte einen Einfluss auf die
Karzinogenese haben (Kawate 1998, Qin 1999). Da das Eingreifen der MMR auf die
post-replikative O°-meG:T Situation zugreift und firr die zytotoxischen Eigenschaften
von O°meG-Lasionen verantwortlich gemacht wird, filhrt ein Verlust dieses
Reparaturmechanismus zu einer zelluléren Toleranz gegentiiber nicht-reparierten O°-
meG-Schaden. Diese kénnen im Zusammenhang mit einer zusatzlichen Blockierung
des Reparaturproteins MGMT in MNU-exponierten Mausen vermehrt persistierende
0°®-meG-Lasionen in der DNA zuriicklassen und durch sekunddre Mutationen die
Tumorinzidenz steigern (Kawate 1998).

Ein weiterer wichtiger Aspekt der vorliegenenden Untersuchung war die
Beobachtung, dass durch die MNU-Behandlung bei den Mausen vorwiegend
Thymome (Abb. 45), aber auch ein Milztumor (Abb. 46) sowie eine Leukamie (Abb.
43) induziert wurden. Ahnliches findet sich auch bei Dumenco et al. (1993), die bei

Mausen nach MNU ebenfalls in der Hauptursache Thymome diagnostizierten. Dabei
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fuhrt eine Uberexpression von transgener humaner MGMT in Thymuszellen jedoch
zu einem effektiven Schutz vor der Karzinogenese in diesem Gewebe.

Anhand der in dieser Arbeit histologisch bestimmten Tumortypen sowie den
durchflu3zytometrischen Analysen (FACS) von Knochenmark- und Milzzellen der
MNU-behandelten Mause konnten weiterfihrend Rickschlisse auf die betroffene
Zell-Lineage  gezogen werden. Die  FACS-Daten der untersuchten
Knochenmarkzellen zeigten bei krankheitsbedingten Auffalligkeiten der Mause den
pathologischen Befund reifer, CD4- oder CD8-positiver T-Zellen an. Im Fall der
leukdmischen Maus wurden allerdings ausschliel3lich CD4/CD8 doppelt positive T-
Zellen nachgewiesen. Fur den B-Zellmarker B220 waren alle untersuchten
Zellproben negativ (Abb. 41). Dies deutet darauf hin, dass, ahnlich wie bei der
Myelotoxizitat, bei  Abwesenheit essentieller Reparaturkomponenten die
lymphatischen  Vorlauferzellen  hochempfindlich  fur die  MNU-induzierte

Karzinogenese sind.

5.5 MNU-behandelte Mause weisen eine stark erhohte Mutationsrate in ihren

hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen auf

Ein geeignetes Modell zur Bestimmung von Mutationsraten im lebenden Organismus
stellt das lacZ-transgene Mausmodell dar (Boerrigter 1995). Optimiert wurde das
Verfahren inzwischen fir die Analyse der Mutationsfrequenz in primaren
hamatopoetischen Zellen aus dem Knochenmark (Geiger 2009). Da das bakterielle
lacZ-Gen als nicht-transkribierte Sequenz im Mausgenom integriert vorliegt, spiegelt
es als Indikatorgen vorrangig die Aktivitat der Gesamt-genomischen Reparatur (GG-
NER) wider. Da besonders das hamatopoetische System sehr empfindlich auf
methylierende Agenzien reagiert (Kap. 5.3), wurde das lacZ-Mausmodell in dieser
Arbeit for die Ermittlung von MNU-induzierten Mutationsraten in der Maus unter
Beachtung der speziellen Reparaturkomponenten genutzt. Ausgehend von den
Ergebnissen zur Tumorbildung (Kap 5.4) ist zu vermuten, dass durch den Ausfall
einzelner Reparaturkomponenten, die fiir die Entfernung von O°-meG-Lasionen
wichtig sind, auch erhéhte Mutationsraten nach MNU-Exposition gemessen werden.
Die Bestimmung der basalen Mutationsfrequenz im lacZ-Gen aus

Knochenmarkzellen zeigte zunachst keinen Unterschied zwischen den drei
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untersuchten Mauslinien. Sowohl bei LacZ®/Wildtyp- als auch LacZ™/XPC"- und
LacZ®/XPA)-Tieren wurde im Indikatorgen eine basale Mutationsfrequenz von 1 x
10 gemessen (Abb. 47). Das entspricht einer Haufigkeit von einer Funktionsverlust-
Mutation in ,single copy“-Genen pro 10° diploiden Zellen. Vergleichbare Werte
werden auch in Untersuchungen von Geiger et al. (2006) in Knochenmarkzellen von
LacZ®/C57BL/6J-Méusen ermittelt. Zusatzlich zeigen Daten von Boerrigter et al.
(1995) und Vijg et al. (1997), dass spontan entstehende Mutationen in allen Zell- und
Gewebetypen von Mausen gleichhaufig auftreten. Die dort in Milzzellen von
LacZ™/C57BL/6J oder LacZ"/BALB/C-Mausen gemessene Frequenz von 0,8 bzw.
0,5 x 10" ist sehr ahnlich zu den Werten in den hier untersuchten
Knochenmarkzellen.

Die basale Mutationsrate in somatischen Zellen beruht vermutlich vorwiegend auf
Replikationsfehlern der DNA-Polymerase |, die der Mismatch-Reparatur entgehen
sowie auf endogen induzierten DNA-Schaden, die nicht rechtzeitig vor der
Replikation beseitigt werden kdnnen. Unerwartet in dieser Arbeit war, dass ein
Verlust der XPC-Funktion keine Erhdhung der basalen Mutationsrate bewirkte,
obwohl das lacZ-Gen eine Zielsequenz der GG-NER darstellt. Hingegen ist plausibel,
dass ein Ausfall des XPA-Proteins keine erhthte Mutationsrate im Vergleich zu
Wildtypzellen induzierte, da auch ohne funktionelles XPA eine nennenswerte
Restaktivitat an O°-meG-Exzisionsrepratur im Gesamtgenom verbleibt (Abb. 26 und
27) und die Transkriptions-gekoppelte Reparatur fir das lacZ-Gen keine Rolle spielt.
Die Ahnlichkeit der Spontanmutationsraten in den drei Mausstammen kénnte mit der
Reparaturfunktion des MGMT-Proteins in den Knochenmarkzellen dieser Tieren
zusammenhéangen, die den Verlust des XPC- und XPA-Proteins eventuell
ausgleichen kann. Partiell bestatigt wurde diese Vermutung durch die Messung bei
den Mausen mit kurzzeitiger MGMT-Inhibition, die einen leichten, allerdings nicht
signifikanten Anstieg der basalen Mutationsrate in Wildtyp- und NER™ -Tieren zeigte
(Abb. 47). Dieses Ergebnis war plausibel, da die DNA fur die Mutationsanalyse aus
allen Zellen des Knochenmarks isoliert wurde, zum MGMT-abhangigen Teil aber nur
die relative Zellfraktion beitragen kann, die wahrend der vergleichsweise kurzen
Inhibitionsphase von maximal 24 Stunden durch die Replikation gegangen war und
danach nicht der Apoptose unterlag.

Im Gegensatz zu den Spontanraten induzierte die Behandlung mit MNU eine 10-fach
hohere Mutationsfrequenz bei LacZ/Wildtyp- und LacZ®/NER™ )-Tieren (Abb. 48).
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Dies zeigte die starke mutagene Wirkung von MNU, die auch in anderen
Untersuchungen bestatigt wurde (Boerrigter 1995, Vijg 1997, Geiger 2006). Mit Hilfe
von Sequenzanalysen konnten zudem die Mutationstypen bestimmt werden, die
durch die einmalige MNU-Behandlung induziert wurden (Tab. 11). Uber 90 % der
ermittelten Mutationen stellten dabei Punktmutationen dar, von denen etwa die Halfte
aus 0°-meG:C->A:T Transitionen entstanden (Tab. 12 und Tab. 13).
Ubereinstimmende Ergebnisse belegen auch die Untersuchungen von Gossen et al.
(1989) nach Behandlung mit ethylierenden Agenzien. Es gab in den hier erhobenen
Daten jedoch keine signifikanten Unterschiede, sowohl in der MNU-induzierten
Gesamtmutationsfrequenz als auch in den speziell von O%-meG abstammenden
G:C>A:T Mutationen zwischen Reparatur-profizienten und NER)-Tieren. Daher
konnte eine konkrete Aussage Uber die Exzisionsreparatur als spezifischer
Schutzmechanismus vor mutagenen O°-meG-Lasionen in diesem Versuch nicht
eindeutig getroffen werden. Generell stammten von allen gemessen Mutationstypen
in den Knochenmarkzellen der untersuchten Mauslinien ca. 50 % von O°®-meG ab,
wobei tendenziell mehr O°-meG-vermittelte Punktmutationen nach Verlust der
MGMT-Aktivitat (39 %) oder den Ausfall der NER-Funktion auftraten (31 %), als in
Anwesenheit aktiver DNA-Reparaturfahigkeit (15 bzw. 23 %) (Tab. 13).

Eine mogliche Erklarung fur die geringen Frequenzunterschiede kdnnte die limitierte
Probenzahl sein, da im Rahmen dieser Arbeit pro Mausstamm nur wenige LacZ-
Funktionsmutanten erfolgreich sequenziert werden konnten. Auf3erdem kdnnte eine
vollstandige Sequenzierung des Indikatorgens weitere Loci mit potentiell durch O°-
meG-induzierten Mutationen aufzeigen. Da dies jedoch aufgrund der geringen
Probenausbeute sowie des limitierten Sequenziererfolges nur begrenzt méglich war,
wurden zunadchst lediglich die ersten 1200 Basenpaare des lacZ-Gens
(GesamtgroRe: 4200 Basenpaare) uberpruft. Dabei fand sich die Mehrzahl (acht von
13) der Punktmutationen am Sequenzanfang des Indikatorgens. Darunter waren
jedoch drei Aminosauresequenz-neutrale (,stille®) Mutationen (Tab. 12). Deshalb
bleibt unklar, ob die gefundenen Sequenzanderungen einen reprasentativen
Uberblick tiber das induzierte Mutationsspektrum darstellten.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Exposition mit MNU die
Mutationsrate in Wildtyp- sowie NER"-Mausen stark erhoht und tendenziell mehr
G:C->A: T Mutationen induziert. Dies ist ein starkes Indiz dafiur, dass persistierende

0°-meG-Lasionen hauptsachlich fiir die mutagene und karzinogene Wirkung von
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methylierenden Agenzien wie MNU verantwortlich sind. Ein harter kausaler Nachweis
fir den direkten Zusammenhang zwischen Mutationsinduktion durch O®-meG und
der malignen Transformation von Stamm- und Vorlauferzellen des hamatopoetischen
Systems steht jedoch noch aus. Die Analyse von einschlagig mutierten Onkogenen
oder Tumorsuppressorgenen in den induzierten Lymphomen konnte diese

Kausalkette weiter verstarken.

5.6 Andere Proteinkomponenten, die an der Prozessierung von O°meG-
Addukten beteiligt sind

Welch hohen Stellenwert die Reparatur von O°-meG-Schaden auf das Zelliiberleben
und die Genomstabilitat hat, zeigt die umfangreiche Beteiligung unterschiedlicher
Reparatursysteme. Dabei schitzt neben der MGMT auch der Exzisions-
Reparaturweg vor den zytotoxischen (Kap. 5.4) und karzinogenen Auswirkungen
(Kap. 5.5) von Guanin-O°-Alkylierungen. Demgegeniiber steht die Beteiligung der
MMR, die zusammen mit der homologen Rekombination Reparatur ebenfalls an der
Prozessierung dieses Schadenstyps mitwirkt. Neben den hier beschriebenen
Reparaturfaktoren kommen aber noch weitere Proteine in Betracht, die direkt oder
indirekt an der O®-meG-Reparatur beteiligt sein kénnen.

Ein erster interessanter Faktor wurde im prokaryotischen System entdeckt. Dort gibt
es neben der bakteriellen Methyltransferase (AGT) sogenannte Alkyltransferase like
proteins (ATLs). Diese sind in der Lage an O°-meG-haltige Sequenzen in der DNA-
Struktur zu binden (Pegg 2011). Anders als die bakterielle AGT kénnen die Schaden
jedoch nicht repariert werden, da im aktiven Zentrum der ATLs ein Tryptophan
anstelle eines Cystein-Akzeptormolekils vorkommt. Durch die stabile Bindung des
ATL-Komplexes an der Schadensstelle wird die DNA-Helix strukturell so verandert,
dass ein Zugang fur NER-Komponenten zur Schadensstelle gewahrleistet wird
(Pearson 2006, Tubbs 2009). Tatsachlich ist durch Protein-Protein
Bindungsanalysen eine Interaktion der bakteriellen Uvr-Faktoren (NER-System) und
ATL festgestellt worden (Tubbs 2009, Mazon 2009). Fir die Reparatur von O°-
Methyladdukten in S&augerzellen spielen die ATLs vermutlich keine Rolle, da sie
bislang nur in Prokaryoten und Hefen nachgewiesen worden sind (Mazon 2009,
Onodera 2011).
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Komplementar zu den ATLs in Prokaryoten kdénnen die DNA damage binding
proteins (DDB) in Saugerzellen fur die initialen Reparaturschritte der NER sorgen.
Sie besitzen eine hohe Affinitat fur UV-induzierte DNA-Schaden und stellen damit die
ersten Komponenten des GG-NER-Weges dar. Durch Ubiquitinierung des XPC-
Proteins durch DDB wird dessen DNA-Bindungsaktivitat verstarkt und der NER-
Komplex zur Schadensstelle rekrutiert (Sugasawa 2005, Takedachi 2010). Ein
Verlust der DDB-Proteine fuhrt zu einer verringerten Rekrutierung des XPC-Proteins
zur geschadigten DNA-Stelle (Wang 2004, Alekseev 2008). Das XPC-Protein kann
jedoch auch unabhéngig von DDB geschadigte DNA-Strukturen binden und die GG-
NER einleiten (Hoogstraaten 2008). Daher sind die DDB-Proteine wahrscheinlich nur
indirekt an der Reparatur von O°-meG-Addukten beteiligt.

In eine andere Richtung geht die Studie von Komori et al. (2009). Nach heutigem
Wissenstand beruht das zytotoxische Potential von O°-meG-Lasionen vorwiegend
auf den post-replikativen Reparaturversuchen durch die Mismatch-Reparatur (futile
repair cycles). Dieses Modell schlagt vor, dass entweder die Bindung des MMR-
Komplexes an O°-meG:T Basenfehlpaare ein Signal fiir die Apoptose darstellt oder
das die wiederholte Generierung von Einzelstrangbriichen beim Reparaturversuch
zum Tod der Zelle fuhrt (Fishel 1998, Karran 2001). Bislang ist jedoch kein direkter
Nachweis einer Apoptoseinduktion durch die MMR-Aktivitat erbracht worden
(Meikrantz 1998). In der Arbeit von Komori et al. (2009) wird erstmals eine
Funktionsmutation in dem bis dahin unbekannten Protein MAPO1 (O°
methylguanine-induced apoptosis 1) identifiziert, das Saugerzellen trotz MGMT-
Defizienz und funktioneller Mismatch-Reparatur resistent gegeniber der
zytotoxischen Wirkung von MNU macht. Weiterhin fihrte eine MAPO1-Defizienz bei
MNU-exponierten Fibroblasten zu einer deutlich abgeschwéachten Caspase 3-
Aktivitat und einer verringerten Depolarisation der mitochondrialen Membran. Diese
Ergebnisse lassen darauf schlielen, dass MAPO1 in wichtigen Schritten der
Signaltransduktion des Apoptoseweges involviert ist, die durch persistierende O°-
meG-Addukte induziert wird. Ob MAPO1 durch die MMR-Proteine aktiviert oder
reguliert wird, konnte in der Arbeit nicht eindeutig feststellt werden (Komori 2009).
Neben den hier untersuchten und diskutierten Faktoren haben méglicherweise noch
weitere Proteine einen direkten oder indirekten Einfluss auf die Reparatur von O°-
meG. Aufgrund der Komplexitdt der verschiedenen Reparatursysteme und ihrer

molekularen Interaktion innerhalb des zellularen ,DNA damage response“-Netzwerks
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ist es jedoch experimentell sehr aufwendig einzelne Komponenten sicher zu

identifizieren.

5.7 NER und Chromatin-modulierende Faktoren

Die Effektivitat zur Entfernung von DNA-Alkylierungsschaden wird in den meisten
Studien der Aktivitdt bestimmter Reparatursysteme zugeschrieben. Dabei wurde
lange nicht in Betracht gezogen, dass schon auf Chromatin-Ebene bestimmte
regulatorische Prozesse erst die Mdoglichkeit schaffen, eine effiziente Reparatur
solcher Schaden zu ermdglichen. Vermutlich kommt es nach einer
Schadensinduktion im kondensierten Chromatin zu einer Interaktion vieler
Effektorproteine, die durch post-translationale Modifikationen und andere
Regulationsprozesse die Chromatinstruktur auflockern.

Die Dekondensierung im Bereich des DNA-Schadens ist wahrscheinlich die
Voraussetzung fir eine bessere Zuganglichkeit bestimmter Reparaturproteine, zum
Beispiel fur das NER-System (Solimando 2008). Diese Untersuchungen ergeben,
dass das XPC-Protein zwar in der Lage ist, spezifisch DNA-Schaden in kompakten
Chromatinstrukturen zu erkennen und zu binden, andere NER-Komponenten wie das
XPA-Protein hingegen nicht. Eine Rekrutierung des Pra-Inzisionskomplexes der NER
findet nur im dekondensierteren Perichromatin (Interphasechromatin) statt
(Solimando 2008). Offensichtlich wird nach der Schadendetektion durch das XPC-
Protein die Chromatinstruktur so verandert, dass der relativ groRe NER-Komplex im
Perichromatin an der Schadensstelle gebunden werden kann. An diesem Prozess
sind sogenannte ,chromatin remodeling proteins“ maf3geblich beteiligt. Ein wichtiges
Bindeglied zwischen Chromatinfaktoren und effizienter DNA-Reparatur stellt die
Chromatin-assoziierte Poly-(ADP-ribose) Polymerase 1 (PARP1) dar. PARP1 verflgt
Uber eine Bindungsdoméane mit Praferenz fur Einzelstrangbriche in der DNA. Durch
Poly-(ADP-ribosy-)lierung werden dann verschiedene Akzeptorproteine katalysiert,
die in der Chromatinarchitektur (Histone, High mobility group proteins),
Replikationsprozessen oder der DNA-Reparatur (XRCC1) involviert sind (Caldecott
1996, D’Amours 1999, Bouchard 2003, Heale 2006).

Ob dieser Prozess auch durch O°®-meG-Lasionen aktiviert wird, ist bisher unklar.
Erste Hinweise daflr gehen aus der Arbeit von Menissier de Murcia et al. (1997)
hervor. Diese Studie zeigt, dass PARP1™)-Mause und PARP-1-defiziente MEF’s im
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Gegensatz zum Wildtyp extrem sensitiv auf methylierende Agenzien wie MNU
reagieren (Menissier de Murcia 1997, Trucco 1998). Neue Studien deuten zudem an,
dass PARP1 mit dem XPC-Protein kooperiert (Pines 2012). XPC besitzt eine
potentielle PAR-Bindungsstelle (Gagne 2008) und wird nach UV-Schadensinduktion
von PARP1 modifiziert. PARP1 aktiviert zudem weitere ,chromatin remodeling
proteins“ wie ALC1 (Amplified in Liver Cancer 1) oder auch das DDB2-Protein, die
das Aktivierungspotential der NER-Komponenten férdern. Auch kann PARP1 direkt
das XPC-Protein (post-translational) modifizieren und dadurch dessen
Reparaturkapazitat optimieren (Pines 2012).

Diese Ergebnisse kdnnen einen wichtigen Ansatzpunkt fur die Tumortherapie von
alkylierenden Chemotherapeutika geben. Neu entwickelte PARP-Inhibitoren zeigen
in humanen Fibroblasten nach UV-Bestrahlung eine verminderte Rekrutierung von
XPC zur Schadensstelle (Luijsterburg 2012). Auch nach einer Behandlung mit dem
methylierenden Zytostatikum Temzolomid (TMZ) werden Glioblastomzellen durch
eine zusatzliche PARP-Inhibition deutlich sensitiviert (Sarkaria 2008). Trotz dieses
Erfolges bei verschiedenen Zelllinien zeigt sich aber, dass PARP-Inhibitoren in
Kombination mit einer TMZ-basierten Therapie bei Melanom-Patienten die toxischen
Nebenwirkungen im Knochenmark (Myelosuppression) deutlich verstarken (Plummer
2005). Wie in Kap. 5.4 beschrieben verfigen Stamm- und Vorlauferzellen des
hamatopoetischen Systems nur Uber eine geringe MGMT-Aktivitat und demnach nur
Uber eine limitierte Kapazitat zur Reparatur TMZ-induzierter O°-meG-Lasionen.
Ausgehend von den aktuellen Daten Uber die Interaktion von PARP und XPC kann
nun geschlossen werden, dass die verstarkte Myelosuppression bei den Patienten
auf einer zusatzlich reduzierten Exzisionsreparatur der O°-meG-Lasionen beruht.
Eine attraktive Strategie, die Myelosuppression bei TMZ-behandelten Patienten zu
verringern und gleichzeitig die Antitumorwirkung des Zytostatikums zu erhéhen, stellt
ein retroviraler Gentransfer einer O°BG-resistenten MGMT-Mutante in die
hamatopoetischen Stammzellen dieser Patienten dar. Bei einer
Kombinationstherapie mit TMZ plus O°®-BG sollte dann das blutbildende System
durch die transgene MGMT effizient geschitzt sein, wahrend die Tumorzellen durch
die Inaktivierung der endogenen MGMT stark sensitiviert werden. Dieses Konzept
wurde, nach intensiven Vorstudien im Maussystem, erstmals erfolgreich in der Klinik
durchgefuhrt (Milsom 2008, Adair 2012). Zusatzlich kann gezeigt werden, dass

humane Kolon-Adenokarzinomzellen, die einen Defekt in der Mismatch-Reparatur
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vorweisen, durch die Behandlung mit einem PARP-Inhibitor gegentiber TMZ starker
sensitiviert werden als vergleichbare MMR-profiziente Zellen (Curtin 2004).

Dies konnte ein interessanter therapeutischer Ansatz bei MMR-defizienten Tumoren
wie Kolonkarzinom oder Glioblastom sein, da die h&matopoetischen Zellen dieser
Patienten mit funktionsfahiger Mismatch-Reparatur besser geschutzt sind (Curtin
2004, Sarkaria 2008).

5.8 Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass O°-meG-Addukte neben der direkten
Demethylierung durch das MGMT-Reparaturprotein alternativ auch Uber einen
Nukleotid-Exzisionsreparaturweg aus der genomischen DNA von priméren
Mauszellen entfernt werden kdnnen. Dabei erkennt das XPC-Protein den Schaden
und rekrutiert vermutlich weitere Komponenten des NER-Komplexes zur
Schadensstelle, um die Reparatur einzuleiten. Das XPA-Protein scheint fiir die O°-
meG-Reparatur, zumindest auf Gesamt-genomischer Ebene, nur bedingt notwendig
zu sein. Offensichtlich sind aber noch weitere Faktoren an dieser Exzisionsreparatur
beteiligt, wie die essentielle Rolle von FancD2 zeigt. Zum derzeitigen Wissensstand
ist das FancD2-Protein als einzige Komponente des FA-Signalweges direkt an dem
Reparaturprozess beteiligt. Moglicherweise interagiert FancD2 tGber PCNA und die
NER-Endonukleasen XPF-ERCC1 und XPG, die nach Heranfiihren an die
Schadensstelle die Exzision der O®-meG-haltigen Nukleotidsequenz vornehmen. Die
Wiederaufflllungs- und Ligationsschritte kénnten dann ebenfalls Gber den NER-
Mechanismus ablaufen. Zuséatzlich kann PARP1 oder das DDB2-Protein die
Zuganglichkeit fur XPC optimieren und die Reparatur der O°-meG-L&sionen
unterstiitzen. Die méglichen Interaktionspartner, die direkt oder indirekt an der O°-
meG-Reparatur mitwirken, sind in folgendem Modell dargestellt (Abb. 51).

Weiterhin  wurde in dieser Arbeit der relative Beitrag des alternativen
Reparaturweges fir den Schutz vor den biologischen Auswirkungen einer
Alkyanzien-Exposition in vivo herausgearbeitet. Die Komponenten XPC und FancD2
schitzen hamatopoetische Stamm- und Vorlauferzellen vor den zytotoxischen
Eigenschaften von MNU und sichern damit das Zelliberleben, auch wenn die
endogene MGMT-Aktivitat blockiert ist. Eine &ahnliche Schutzfunktion weisen die

beiden Proteinkomponenten auch fur die Tumorbildung im hamatopoetischen
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System der Maus auf. Das XPA-Protein scheint in diesem Zusammenhang eine
besondere Funktion zu besitzen. In Anwesenheit aktiver MGMT hat ein
Funktionsverlust von XPA keine nennenswerte Auswirkung auf den h&dmatotoxischen
und karzinogenen Effekt von MNU. Eine gleichzeitige Depletion der MGMT -Aktivitat
fuhrt demgegeniber bei diesen Tieren zu einem dramatischen Anstieg sowohl der
Myelosuppression als auch der Lymphominzidenz nach MNU. Dieser Befund war
insofern Uberraschend, als nach einem vereinfachten Modell das Absterben kritisch
getroffener Zellen das Risiko einer malignen Entartung im blutbildenden System eher

reduzieren sollte.

PARP1,

MGMT
i DDB2 ?
%

\ O‘me(CJ D
l Replikation

l
OfmeG ATM/ATR? -

MGMT
Schaden repariert
Zelle tiberlebt

b

B Replikatiy T \ OfmeG
C
A
T .-MGMT C .ma
l l PCNA ?
Mutation Polymerasen
Zelle iiberlebt ofsc
c
Replikation G
Schaden repariert DSB Schaden repariert
Zelle uiberlebt Zelle iiberlebt
Apoptose

Genotoxizitat

Abb. 51: Modell der méglichen Interaktionspartner in der O°-meG-Reparatur: O%-meG-Lasionen
in der DNA kénnen auf unterschiedliche Weise repariert werden. Eine effiziente Korrektur erfolgt tber
die MGMT, die die Methylgruppe vom Guanin auf ein internes Cystein Ubertragt und dadurch den
Schaden repariert (A). Passiert das O°-Methyladdukt die Replikation, entsteht ein O°meG:T
Basenfehlpaar. Dieses kann weiterhin von der MGMT demethyliert werden mit nachfolgender
Reparatur der dann vorliegenden G:T-Fehlpaarung durch die MMR zur urspriinglichen G:C-Situation
(A) oder nach einer weiteren Replikation zu einer fixierten G:C->A:T Mutation werden (B). Erkennt die
MMR den persistierenden Methylierungsschaden, versucht sie durch futile repair cycles diesen zu
beheben, indem wiederholt ein Thymin gegeniiber dem O°-meG eingebaut wird. Dies fihrt zu
wiederkehrenden Einzelstrangbriichen, die wahrend einer erneuten Replikation zu letalen
Doppelstrangbriichen fiihren koénnen (C). Zusatzlich kann ein O°-meG-Schaden auch von den
Komponenten des alternativen Exzisionsreparaturweges erkannt und repariert werden (D). Dabei
unterstutzt wahrscheinlich der Chromatinfaktor PARP1 sowie das DDB2-Protein die Zuganglichkeit
von XPC zur Schadensstelle. XPC kann daraufhin im direkten oder indirekten Zusammenspiel mit
dem FancD2-Protein den Reparaturprozess durchfihren. Dieser Mechanismus greift aber
sinnvollerweise nur vor der ersten Replikation, solange im Gegenstrang noch das korrekte Cytosin als
Kopiervorlage vorhanden ist. Vermutlich sind auch die Endonukleasen XRCC1-XPF und XPF sowie
der PCNA-Komplex in dem Reparaturschritt involviert (modifiziert nach Fu 2012).
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Aufgelost werden konnte dieser Widerspruch dadurch, dass die beobachtete
Myelosuppression und die Tumorbildung von verschiedenen Zellkompartimenten der
Hamatopoese mit unterschiedlichem Sensitivitatsprofil ausgehen.

Bei der Messung der MNU-induzierten Mutationsrate liel3 sich ein solch klarer
Unterschied zwischen den Mausen mit unterschiedlicher Reparaturkompetenz fiir O°-
meG nicht nachweisen. Dies konnte auf der Tatsache beruhen, dass das
Indikatorgen lacZ in den Mauszellen nicht exprimiert wird und deshalb anderen
Reparatureffekten unterliegt wie beispielsweise den aktiven Transformations-
relevanten Tumorsuppressor- und Onkogenen.

Die Fragen zum genauen molekularen Mechanismus des alternativen
Reparaturweges konnten im Rahmen dieser Arbeit nicht abschlieRend geklart
werden. Es bleibt offen, ob XPC und FancD2 mdglicherweise kooperativ an der
Entfernung der O°-meG-L&sionen iber einen gemeinsamen Reparaturweg beteiligt
sind. Vorversuche, eine XPC?/FancD2)-Doppel-knockout-Mauslinie zu generieren
schlugen fehl. Vermutlich sind solche Tiere wegen der Bedeutung des FancD2-
Proteins fur die Funktionalitdit des FA-Komplexes und der bei seinem Ausfall
beobachteten Letalitat auf dem Hintergrund einer zusatzlichen NER-Defizienz nicht
lebensfahig. Um die funktionelle Bedeutung von XPC und FancD2 fur die Reparatur
von 0°-Methylguaninschaden noch besser  herauszustellen, kénnten
Reparaturkinetiken an Mausen mit einem MGMT )-Hintergrund durchgefiihrt
werden. Alle bisherigen Daten wurden lediglich unter temporéarer pharmakologischer
Blockierung der MGMT-AKktivitat erhoben.

Zudem konnte festgestellt werden, dass der alternative Reparaturweg nicht nur auf
O°-Methylierungsschaden zugreift, sondern zum Beispiel auch die durch Cisplatin
hervorgerufenen Intrastrang-Verknipfungen (Pt-[GpG]-Addukte) aus der DNA
entfernen kann. Wie umfangreich das Substratspektrum dieses Mechanismus ist,
kénnte durch die Analyse weiterer DNA-Schadenstypen untersucht werden.
SchlieBlich sollte zukinftig auch ein Augenmerk auf bestimmte Chromatin-
modulierende Faktoren gerichtet werden, da erste Studien andeuten, dass z.B.
PARP1 eine wichtige Rolle fur die Zuganglichkeit des XPC-Proteins zur
Schadensstelle austbt. Unter diesem Aspekt kénnten auch Proteine wie ALC1 oder

DDB?2 in solche Untersuchungen aufgenommen werden.
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6 Zusammenfassung

Aufgrund ihres hohen zytotoxischen, mutagenen und karzinogenen Potentials sind
DNA-Alkylierungen an der O°-Position des Guanins auferst riskant sowohl fiir Zellen
als auch fur Organismen. Deshalb verfigen S&augerzellen Uuber effiziente
Reparaturmechanismen, Uber die diese kritischen Lasionen aus dem Genom entfernt
werden konnen. Neben der gut untersuchten direkten De-Methylierung durch das
MGMT-Protein ist kiirzlich ein alternativer Exzisions-Reparaturweg fir O°-meG in
humanen Zellen entdeckt worden.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde nun geklart, dass dieser Reparaturmechanismus
auch in allen daraufhin untersuchten Primérzellen der Maus nachweisbar war und
das die Proteine XPC und FancD2 dabei eine essenzielle Funktion hatten, wahrend
ein Verlust von XPA nur zu einer verlangsamten Exzisionsreparatur von O°%-meG
fuhrte. Im Weiteren wurde analysiert, welche relative Schutzwirkung die beiden
konkurrierenden Reparaturmechanismen unter in vivo-Bedingungen fur das Risiko
von biologischen Endpunkten wie Zelluntergang oder Tumorentstehung, haben.
Dazu wurden Reparatur-profiziente und -defiziente Mause mit dem Alkylanz N-
Methyl-N-Nitroseharnstoff (MNU) behandelt und die zytotoxische Auswirkung auf die
Hamatopoese, dem Alkylierungs-sensibelsten Zellsystem der Maus, anhand der
Myelosuppression im  peripheren  Blut  registriert.  Ferner wurde in
Langzeituntersuchungen das Auftreten von malignen Veranderungen (Lymphomen)
bei den MNU-exponierten Tieren analysiert.

Der funktionelle Ausfall von XPC oder FancD2 flhrte, Uberaschenderweise
unabhéngig von der MGMT-AKktivitat, zu einer signifikanten Verstarkung sowohl der
Zytotoxizitat bei hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen (Myelosuppression)
als auch der Karzinogenese (T-Zell-Lymphome). Demgegeniber zeigte ein
Funktionsverlust der MGMT-vermittelten Reparatur oder des XPA-Proteins deutlich
geringe Auswirkungen auf Ausmall beziehungsweise Haufigkeit der beiden
Endpunkte. Waren die Mause hingegen sowohl fur MGMT als auch fur XPA defizient,
zeigten sie die mit Abstand hochste Suszeptivitat flr Zelluntergang und maligne
Transformation nach MNU-Exposition.

Bei der Bestimmung der Mutationsrate in Knochenmarkzellen der verschiedenen
Mauslinien anhand einer transgenen lacZ-Sequenz fand sich eine etwa zehnfache
Erhohung dieser Werte nach MNU-Behandlung, aber kein signifikanter Unterschied

bei An- oder Abwesenheit der beiden Reparaturfunktionen. Nach Sequenzanalyse
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des Indikatorgens zeigten sich jedoch bei den Reparatur-defizienten Mausen
Hinweise auf das vermehrte Auftreten von Punktmutationen, die von persistierenden
0°-meG-Addukten herleitbar waren.

Der hier in seiner biologischen Funktion erstmals naher charakterisierte alternative
Exzisions-Reparaturweg ist offenbar nicht nur auf die Entfernung von Guanin-O°-
Alkylierungen aus der DNA beschrénkt, sondern greift beispielweise auch auf
Cisplatin-induzierte Lasionen zu und hat hochstwahrscheinlich einen grof3en Einfluss
auf die therapeutische Wirksamkeit sowie auf das Nebenwirkungsspektrum von
methylierenden Medikamenten in der Onkologie.
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