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Teil I: Kurze Darstellung

1. Aufgabenstellung

Ziel des vorliegenden Projektes war es, zellulére und molekulare Parameter der
individuellen Strahlenempfindlichkeit zu charakterisieren.

Basierend auf dem Vorlauferprojekt StrSch4360 (,Multiparametrische Erfassung von
Strahlenwirkungen zur Abschatzung der individuellen Strahlenempfindlichkeit™) sollte die
Anzahl untersuchter Zellproben von Patienten und unauffalligen Kontrollen aus 3
Kohorten auf 100 erhéht werden. Weiterhin sollten mittels statistischer Analysen
strahlenauffallige Proben innerhalb der Kohorten erkannt und weiter charakterisiert
werden. Zu diesem Zweck war eine Immortalisierung des primaren Zellmaterials
erforderlich. Resultierende Zellinien sollten auf molekulare Verdanderungen von Proteinen
bzw. den entsprechenden Genen getestet werden, die als Kandidaten fir
Strahlenempfindlichkeit bekannt sind.

2. Voraussetzungen

Das FLI (frGher IMB) hat alle bendtigten wissenschaftlichen Methoden und Gerate zur
Durchfihrung des Projekts zur Verfligung. Durch die Kooperation mit der AG Eckardt-
Schupp wurde auf die bewahrte strahlenbiologische Kompetenz des Instituts flr
Strahlenbiologie im Helmholtz Zentrum Minchen (friiher: GSF) zuriickgegriffen. Die AG
Eckardt-Schupp flihrte die experimentellen Arbeiten daflr als Unterauftragnehmer des
FLI durch.

3. Planung und Ablauf

Die Durchfiihrung wurde urspriinglich fir verschiedene Phasen konzipiert, die z.T. auf
den Arbeiten des Vorlauferprojekts basieren:

Phase 1: Ergénzung der im Vorlduferprojekt untersuchten Kohorten und Definition von
strahlenauffélligen Proben

Primare periphere Lymphozyten wurden von Patienten und unauffdlligen Spendern von 3
verschiedenen Kohorten isoliert und bzgl. strahleninduzierter Apoptose (AnnexinV-Assay)
und DNA-Reparatur nach Bestrahlung (Comet-Assay) getestet. Die Kohorten bestanden
aus jungen Lungentumorpatienten (,LUCY"), unauffalligen bevdlkerungs-basierten
Kontrollen (,KORA") und Leukdamiepatienten. Diese Phase war aufgrund mehrerer
Verzégerungen in der Lieferung des Zellmaterials mehrfach verlangert worden. Bezliglich
der Kohorte der Leukdmiepatienten wurde mit dem BfS abgestimmt, dass aufgrund der
erschwerten Rekrutierbarkeit die Gesamtzahl von 100 individuellen Proben nicht erreicht
werden kann und die Auswahl, Immortalisierung und weitere molekulare
Charakterisierung auffalliger Proben hier entfallt.

Phase 1b: Immortalisierung strahlenauffalligen Proben

Die Gesamtauswertung der phanotypischen Daten der gesamten Kohorten wurde von
einem Biostatistiker (H. Braselmann, Helmholtz Zentrum Minchen) durchgefiihrt. Da die
Comet-Daten geringere Abweichungen innerhalb der Kohorten aufwiesen und erst
verspatet auswertbar waren, wurde zur Auswahl strahlenauffalliger Proben zunachst das
Kriterium der strahleninduzierten Apoptose verwendet. Es konnten in Kooperation mit
dem Institut flr Epidemiologie des Helmholtz Zentrums Miinchen 22 immortalisierte
Zellinien hergestellt werden.

Phase 2: Biochemische Analyse von Kandidatenproteinen der Strahlenempfindlichkeit

Nach erfolgreicher Immortalisierung auffalliger Proben wurden Proteinextrakte der
Zellinien angefertigt. Die Analyse geeigneter Kandidatenproteine in Western Blots
erbrachte keine klaren Aussagen bzgl. einer Defizienz, Haploinsuffizienz oder
Fragmentierung der Proteine.




Phase 2b: Funktionelle Analyse von XRCC1

In Voruntersuchungen anderer Gruppen war in Tragern eines SNP im XRCC1-Gen eine
reduzierte DNA-Reparatur-Kapazitat bei LUCY-Probanden im Comet Assay festgestellt
worden. Diese reduzierte DNA-Reparatur konnte in mehreren immortalisierten Zellinien,
die diesen SNP homozygot oder heterozygot tragen, nicht funktionell bestdtigt werden.

Phase 3: Molekular-genetische Analyse von Kandidatengenen der Strahlenempfindlichkeit

Die Sequenzierung von Kandidatengenen stellte sich als sensitives Mittel heraus,
genetische Veranderungen in den Kandidatengenen der auffalligen Proben zu entdecken.
So wurden neben mehreren bereits bekanten SNPs (single nucleotide polymorphisms) in
cDNAs einzelner Probanden neue Nukleotid-Mutationen (vermutlich individuelle
Mutationen), und SpleiB-bedingte Exon-Veranderungen gefunden, die homozygot oder
heterozygot aufgetreten waren.

Phase 4: Gesamtauswertung und Erstellung des Abschlussberichts

Die Gesamtauswertung ergab, dass schwache Korrelationen zwischen manchen SNPs in
Kandidatengenen der Strahlenempfindlichkeit auftaten, deren statistische Signifikanz
aufgrund der geringen Probenzahl jedoch nicht ermittelt werden kann. Eine funktionelle
Korrelation der genetischen Veréanderungen mit dem Phanotyp kann in nachfolgenden
Studien gezielt angegangen werden.

4. Wissenschaftlicher Stand

Es waren bisher keine allgemeinglltigen Marker der individuellen Strahlenempfindlichkeit
bekannt. Im vorliegenden Projekt konnte die strahleninduzierte Apoptose als brauchbarer
Marker verwendet werden, unter dem Vorbehalt dass auch hier die statistische
Signifikanz fraglich bleibt.

5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Die Studie wurde in Kooperation mit mehreren Instituten des Helmholtz Zentrum
Minchen durchgeflihrt: Institut fir Strahlenbiologie, Institut flir Molekulare
Strahlenbiologie, Institut fiir Epidemiologie.

Weiterhin waren 2 Kliniken beteiligt: Universitatsklinikum Regensburg und Klinikum der
LMU Minchen.

Innerhalb des Leibniz-Instituts fiir Altersforschung wurde die Sequenzanalyse Uber eine
Kooperation mit der Forschungsgruppe Platzer durchgefiihrt.



Teil Il: Eingehende Darstellung

1. des erzielten Ergebnisses
(siehe beiliegenden Ergebnisbericht, ab Seite 5)

2. des voraussichtlichen Nutzens, der Verwertbarkeit:

Die in dieser Studie erlangten Ergebnisse kédnnen zur weiteren Analyse der individuellen
Strahlenempfindlichkeit neue Ansatzpunkte bringen. Insbesondere die neu gefundenen
Mutationen in Kandidatengenen der Strahlenempfindlichkeit legen es nahe, in weiteren
funktionellen Studien derer Bedeutung fir die individuelle Strahlenempfindlichkeit, aber
auch flr die Tumorigenese weiter zu verfolgen. Die schwache Korrelation, die fir manche
SNPs mit der Strahlenempfindlichkeit (Apoptose) entdeckt wurde, sollte in gréBer
angelegten SNP-Analysen weiterverfolgt werden.

3. des wahrend der Durchfuhrung bekannt gewordenen Fortschritts

Das Erfassen der individuellen Strahlenempfindlichkeit auf zellularer Ebene erfordert i. d.
R. die Immortalisierung des Zellmaterials. Die EBV-Immortalisierung von Lymphozyten
hat jedoch schwerwiegende Veranderungen in der Zellregulation zur Folge, so dass die
immortalisierten Zellen bezliglich Strahlen-relevanter Phanotypen (Apoptose, Zellzyklus,
etc.) nicht mehr den priméaren Zellen entsprechen. Der Einfluss viraler EBV-Proteine auf
zelluldre Zielproteine wurde vor kurzem publiziert. In einer parallelen, BfS-finanzierten
Studie (StSch4467) wurden gezielt primare und daraus abgeleitete EBV-immortalisierte
Zellen bzgl. Strahlenempfindlichkeit (Apoptose, H2A-X-Phosphorylierung) untersucht. Es
zeigt sich hier eindeutig, dass die immortalisierten Zellen phéanotypisch bzgl.
Strahlenempfindlichkeit nicht mehr den primaren Vorlauferzellen entsprechen. Vor
diesem Hintergrund erscheint es kiinftig nicht ratsam, immortalisierte Derivate mit Hilfe
funktioneller Assays und Analysen der Proteinexpression zur Bestimmung der zellularen
Strahlenempfindlichkeit zu verwenden.

Davon unbeeinfluBt sollten genetische Determinanten der Strahlenempfindllichkeit auch
in den EBV-Zellen unverdndert vorliegen und somit analysierbar sein. Unabhangig davon
ist die Analyse genetischer Veranderungen auch mit dem geringen Ausgangsmaterial
priméarer Zellen prinzipiell mdglich.

4. der erfolgten oder geplanten Veroffentlichungen
geplant:

- Genetic polymorphisms in radiosensitivity genes correlating to clinical
radiosensitivity: a case study

- Novel mutations in ATM and PALB-2 and their implication in radiosensitivity



Teil 111: Erfolgskontrollbericht

1. Beitrag des Ergebnisses:
Die Im Projekt erarbeiteten Ergebnisse zielen unmittelbar auf den Schutz der
Bevoélkerung vor unnétig hoher Strahlenbelastung. Es wurde die Frage gestellt, wie
individuelle Strahlenempfindlichkeit detektierbar ist, um die klinische Krebstherapie
effizienter und mit weniger Nebenwirkungen individuell gestalten zu kénnen.

Ein zweiter Aspekt betrifft die Analyse von Kandidatengenen der Strahlenempfindlichkeit.
Sollten hier genetische Variationen mit Strahlenempfindlichkeit in groBer angelegten
Studien verifiziert werden, ist durch genetische Tests prinzipiell ein pradiktiver Schutz der
allgemeinen Bevdlkerung vor erhdhter Strahlenbelastung, z.B. im Arbeitsumfeld,

moglich.

2. Wissenschaftlich-technisches Ergebnis:
Wie im Schlussbericht formuliert, konnten leichte Korrelationen bestimmter SNPs mit
Strahlenempfindlichkeit der jeweiligen primadren Patientenzellen entdeckt werden. Neue
Mutationen in Kandidatengenen der Strahlenempfindlichkeit wurden entdeckt, die weitere
funktionelle Analysen nach sich ziehen werden. Fir Details siehe bitte den detaillierten
Ergebnisbericht.

3. Fortschreibung des Verwertungsplans:
Die Ergebnisse werden in Fachpublikationen der wissenschaftlichen Gemeinschaft zur
Verfligung gestellt. Eine finanzielle oder patentrechtliche Verwertung der Ergebnisse
steht nicht an.

4. Arbeiten die zu keiner Losung gefiihrt haben:
Die Analyse der strahlen-induzierten Apoptose in EBV-immortalisierten Zelllinien war
methodisch nicht durchfiihrbar. Analoge Ergebnisse wurden in einer parallelen Studie
(StSch 4467) erzielt. Fir Details siehe bitte den detaillierten Ergebnisbericht dieses
Projektes und von StSch 4467.

5. Prasentationsmoéglichkeiten:
(entfallt)

6. Einhaltung der Zeit- und Ausgabenplanung:
Die Ausgabenplanung konnte im Wesentlichen eingehalten werden.
Die Zeitplanung war in der Hauptsache durch Personalverdanderungen mehrfach
verandert, bzw. verlédngert worden. Die hohe Fluktuationsrate wissenschaftlichen
Personals in der Grundlagenforschung ist mit der administrativ langwierigen Zeitplanung
der Projekte oft nicht vereinbar. Ein weiterer Verzégerungsfaktor trat projekt-spezifisch
auf: Die Kooperation mit klinischen Partnern, insbesondere die Rekrutierung biologischen
Materials aus kooperierenden Kliniken, verbunden mit aufwandigen Antragsverfahren fir
ein Ethik-Votum, war mehrfach mit groBeren, vom Projektleiter nicht zu verantwortenden
Verzdgerungen verbunden.
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1. Untersuchungsmaterial und -Daten

1.1 Patienten und Kontrollpersonen

Das vorliegende Projekt ist als Nachfolgeprojekt aus StSch4360 ,,Multiparametrische
Erfassung von Strahlenwirkungen zur Abschatzung der individuellen
Strahlenempfindlichkeit™ enstanden, in welchem bereits die zu untersuchenden Kohorten
definiert waren:

1.1.1 Junge Lungentumor-Patienten (LUCY-Studie, ,lung cancer in the young®,
Helmholtz-Zentrum Miinchen (HZM), vormals GSF): Das primare Zellmaterial dieser
Patienten konnte vom GFS-Institut flr Epidemiologie bezogen werden.

1.1.2 Leukdmie-Patienten: Es waren 2 Kliniken als Kooperationspartner rekrutiert
worden, die Blutproben von Leukamiepatienten zur Verfligung stellten. Hierfir waren
vom Projektleiter die Infrastruktur des Transports, ein entsprechendes Ethik-Votum
sowie die Kommunikationsstrukturen aufgebaut worden. Einschlusskriterium fir die
geeigneten Patienten war, dass sie einer Ganzkérper-Bestrahlung im Rahmen der
Konditionierung fir die Knochenmarkstransplantation unterzogen wurden. Im
Vorlauferprojekt wurden sowohl vor als auch nach der Bestrahlung Blutproben
entnommen und analysiert.

1.1.3 Unaufféllige Kontrollen (KORA-Studie, ,Kooperative Gesundheitsforschung in der
Region Augsburg"): Das primare Zellmaterial dieser Patienten stammt aus einer
prospektiven, bevdlkerungs-basierten Studie und konnte vom ehemaligen Institut fir
Epidemiologie (HZM) bezogen werden.

1.1.4 Laborkontrollen: Zusatzlich zu den Kontrollen der KORA-Studie wurden in den
experimentellen Analysen Zellen aus internen Kontrollen des Laborpersonals verwendet,
um eine Abschatzung der experimentellen Schwankungen der standardisiert
durchgefliihrten Assays zu ermdglichen. In der Regel wurden fir jeden Standard-Assay
immer Blutzellen der gleichen Person als interner Standard verwendet.

1.2 Maedizinische, biometrische und andere Daten zu den Personen

Um eine mdgliche Korrelation der experimentellen Daten zu klinischen Befunden,
Vorgeschichte des Patienten, biometrischen Daten 0.a. zu ermdglichen, standen
verschiedene Datensatze der unterschiedlichen Patientenkollektive zu Verfligung:

1.2.1 Lungentumorpatienten: Personendaten, Krebshintergund, Raucherstatus.

1.2.2 Leukamiepatienten: Hierflir waren Fragebdgen erstellt worden, die i)
allgemeine Informationen zum Patienten, dessen Familiengeschichte,
Vorerkrankungen, etc. abdecken (Anhang 8.1.2), ii) den akuten klinischen
Verlauf nach Bestrahlung dokumentieren (Anhang 8.1.2/1).

1.2.3 KORA: zusatzlich zu den unter 1.2.1 genannten Daten sind hier prinzipiell auch
experimentelle Daten anderer Forschungsgruppen verfligbar, die liber eine
entsprechende Projektvereinbarung einsehbar werden kénnen. Insbesondere
sind an KORA-Proben auch SNP-Analysen an Genen der DNA-Reparatur und
der Apoptose erhoben worden, die im Zusammenhang mit unseren hier
dargestellten Daten von hohem Interesse sein sollten.

1.2.4 Zu den internen Laborkontrollen (unauffallige Donoren) wurden aus
Datenschutz-Griinden keine zusatzlichen Daten erhoben.



1.3 Kontrollzelllinien

Zur Etablierung und Standardisierung der experimentellen Methoden wurden mehrere
Kontrollzelllinien verwendet:

Tabelle 1.3: Verwendete Zelllinien

Name Herkunft Beschreibung (Genotyp) Verwendet fir
94P111 M. Digweed, EBV-immortalisierte Zelllinie eines | Standardisierung Comet
Charite Berlin obligat heterozygoten Tragers der | Assay;
NBS1-Grindermutation Etablierung der Western
Blots und der Sequenzierung
94P112 M. Digweed, EBV-immortalisierte Zelllinie eines | Standardisierung Comet;
Charite Berlin NBS-Patienten (homozygote NBS- Etablierung der Western
Grindermutation) Blots und der Sequenzierung
BAB626 P. Patel, EBV-immortalisierte Zelllinie eines | Standardisierung Comet
Baylor College, | unauffélligen Donors (Elternteil Assay; Etablierung der
Houston TX eines Smith-Magenis-Patienten) Western Blots
Reg2 (GSF-EPI) EBV-immortalisierte Zelllinie eines | Etablierung der Western
Leukamiepatienten aus Blots und der Sequenzierung
Regensburg

1.4 Aufflllen der Anzahl analysierter Proben

Ein wesentliches Ziel der Studie StSch4439 war es, basierend auf den in der
Vorlauferstudie StSch4360 erhobenen Materialien und Daten die Anzahl der rekrutierten
und analysierten Proben jeder Kohorte auf etwa 100 zu erhdéhen. Durch eine erhéhte
Anzahl analysierter Proben sollte die statistische Relevanz der experimentellen
Ergebnisse erhoht werden. Wie in Tabelle 2 dargestellt, konnten fir die LUCY- und KORA-
Kohorten viele weitere Proben rekrutiert und analysiert werden. Die angestrebte Anzahl
von 100 Proben konnte bei den Leukamie-Patienten nicht erreicht werden, da i) zum
einen die Anzahl Ganzkoérper-bestrahlter Leukamiepatienten laut Aussagen der
medizinischen Partner abnahm (Einschlusskriterium siehe 1.1.2), ii) ein medizinischer
Partner aufgrund personeller Anderungen keine Kapazitdt mehr zur Probenentnahme, -
Verschickung und -Dokumentation hatte. Konsequenterweise wurde als Anderung in der
Zielsetzung zwar die méglichst weitere Rekrutierung von Proben, und eine vorlaufige
aber nicht abschlieBende Gesamtanalyse und -Statistik der Leukdmiepatienten mit dem
BfS vereinbart.

Tabelle 1.4: Anzahl analysierter Proben in den Kollektiven der Studien

Kohorte Anzahl der Proben im Anzahl der Proben Gesamt
Vorlauferprojekt 4360 | StrSch 4439 summe

junge Lungen-

tumor-Patienten 20 76 96

(LUCY)

Leukdamie-

Patienten 59 7 66

Unauffallige

Kontrollen 49 72 121

(KORA)




2. Strahlenempfindlichkeit von primaren Zellen

2.1 Isolierung von Lymphozyten und deren Bestrahlung in vitro

Im Vorlauferprojekt wurden die primaren Lymphozyten der KORA- und LUCY-Kohorten
direkt als eingefrorene Proben vom Institut fiir Epidemiologie bezogen; die Blutproben
der Leukamiepatienten wurden mittels Ficoll-Gradienten aufgereingt und die
Lymphozyten isoliert. In der hier beschriebenen Nachfolgestudie wurden weitere
Blutproben von LUCY-Patienten vom Institut fir Epidemiologie bezogen; weitere KORA-
und Leukamie-Proben wurden rekrutiert und die Zellen am FLI aufgereinigt. Aus dem
antikoagulierten Vollblut der Patienten bzw. gesunden Kontrollpersonen wurden mittels
Dichtegradientenzentrifugation die Lymphozyten isoliert. Dabei kamen - als Neuerung im
Vergleich zum  Vorlauferprojekt -  Leucosep-Rohrchen (Greiner) und als
Separationsmedium Biocoll (Biochrom) zum Einsatz. Die frisch gewonnenen Blutproben
hatten unterschiedlich lange Transportzeiten hinter sich, bevor in Jena die Lymphozyten-
Isolierung erfolgen konnte: Wadhrend die Blutproben der Kontrollpersonen der KORA-
Studie (nach erneuter Einbestellung) und der Leukamie-Patienten aus dem Raum
Augsburg bzw. Regensburg kamen und mehrere Stunden unterwegs waren, konnte das
Blut der Laborkontrolle unmittelbar nach der Blutentnahme aufgearbeitet werden.

Zur Analyse der strahleninduzierten Apoptose und DNA-Reparatur wurden die primaren
Zellen mit einer Cs137-Quelle (Dosisleistung 1,23 Gy/min in Jena; 0,56 Gy/min in
Minchen) bestrahlt. Fir den Endpunkt Apoptose wurden 0,4 Gy und 0,8 Gy als Dosis
gewahlt; fir den Comet-Assay und die Proteinanalysen (Western Blots) wurde i. d. R. mit
4 Gy bestrahlt.

2.2 Comet-Assay

2.2.1 Grundlagen und Methodik

Die schadigende Auswirkung ionisierender Strahlung auf die DNA von Lymphozyten
wurde mit Hilfe des Comet-Assays untersucht. In der hier verwendeten Variante des
alkalischen Comet-Assays lassen sich in der DNA sowohl Einzelstrangbriiche (single
strand breaks, SSB) als auch Doppelstrangbriiche (double strand breaks) nachweisen.
Das Prinzip beruht auf einer Einzelzell-Gelelektrophorese: durch ein elektrisches Feld wird
fragmentierte (geschadigte) DNA aus dem
Zellkern herausgezogen und je nach dem
Grad der Fragmentierung in einem mehr Schweif
oder minder langen kometenartigen
Schweif um die Zelle angeordnet,
wahrend ungeschadigte DNA im Zellkern
(,Kopf") verbleibt. Lange und DNA-Gehalt
des Schweifes im Vergleich zum Kopf
hangen von der Art und Zahl der DNA-
Schéaden ab. Dadurch ist es moéglich, DNA-
Schaden auf der Ebene von Einzelzellen
quantitativ Zu erfassen. In der
Auswertung werden fir jede Zelle eine
Vielzahl von Werten gemessen, darunter
die Lange der Zelle (Comet extent), des
Schweifs (tail extent) sowie des Kopfes
(head extent), die Intensitat der
gesamten Zelle (Comet total intensity), die Flache der Zelle (Comet total area) und der
Anteil an DNA im Kopf (head-DNA) und im Schweif (tail-DNA). Aus diesen Werten wird
der so genannte Olive tail moment (TOM) berechnet, welches der am besten geeignete

Bestrahlt

Unbestrahlt




Parameter fir die Quantifizierung von DNA-Schaden ist (Olive, 1990). Der TOM st
folgendermaBen definiert:

TOM = (Abstand der Hauptintensitaten von Kopf und Schweif) x DNA-Gehalt im Schweif

Oder mit anderen Worten: der TOM ist das Produkt aus der mittleren Wanderungsdistanz
der DNA im Schweif mit dem DNA-Gehalt im Schweif.

Als alternativer Ansatz zur Auswertung wurde auch die tail-DNA als Datengrundlage
verwendet.

2.2.2 Uberlegungen zur statistischen Auswertung

Als statistischer Endpunkt wurden die DNA-Reparaturkapazitaten (DRC) zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Bestrahlung unter Berlcksichtigung des individuellen Kontrollwertes
der unbestrahlten Probe gewahlt. Die Rohdaten, welche am Helmhotz Zentrum Miinchen
(ehemals GSF) und am Leibniz-Institut flir Altersforschung erhoben wurden waren, waren
wegen unterschiedlicher Comet-Auswerte-Softwares nicht direkt kompatibel. Daher war
die Berechnung der DRC-Werte essentiell notwendig, um fir die Gesamt-Auswertung die
DRC-Werte aller verwendeten Proben direkt vergleichen zu kénnen.

Die DRC ist definiert als der relative reparierte Schaden zum Zeitpunkt t

reparierter Schaden (t) _ (x4(0) — x0) — (x4(t) — x0)
Initialschaden x4(0) —x0
1 X4(t) —x0
x4(0)—x0

DRC =

wobei x4(0), x4(t) der nach Bestrahlung von 4 Gy gemessene Schaden zur Zeit 0
(Initialschaden) oder t = 15 und 60 min (reparierter Schaden) und x0 der individuelle
Kontrollwert ohne Bestrahlung bedeutet. Der individuelle Kontrollwert xO war von der
Zeit unabhangig und wurde, sofern jedes Mal gemessen, Uber die Zeitpunkte gemittelt.
Wenn er nur einmal gemessen werden konnte, dann war das i.d.R. der spateste
Zeitpunkt (t=60 min). Fur die ,x"-Werte wurden einmal die TOM-Mediane und parallel
dazu die Mediane der tail-DNA aus den jeweils 100 (2x50) analysierten Einzelzellen pro
Person, Zeitpunkt und Bestrahlung verwendet. Von den Reparaturkapazitdaten der
mitlaufenden Standardkontrolle wurde jeweils ein unterer Schwellwert gewahlt, der den
ganzen Streubereich ohne Ausreier umfasst.

2.2.3 Durchfihrung

Von den KORA-Kontrollen konnten Zellen von 121 Spendern analysiert und ausgewertet
werden, vom LUCY-Kollektiv 93 Proben und von den Leukdamie-Patienten 64 Proben.

Prinzipiell wurde in jeder Testreihe eine interne Laborkontrolle (= Standardkontrolle)
mitgefihrt, um die Qualitdt des jeweiligen Experiments abzuschatzen. Experimente mit
starker Abweichung (> 30%) zu den friheren Testergebnissen der Standardkontrolle
wurden als unglltg verworfen. Die mikroskopische Auswertung wurde in diesem Projekt
immer von derselben Person standardisiert durchgefihrt.

10



Im Unterschied zum Apoptose-Assay wird der Comet-Assay nicht durch unterschiedliche
Apoptoseraten in den Populationen beeinflusst. Bei der Auswertung werden aufgrund der
klaren Erkennbarkeit apoptotisch zersetzter Zellkerne nur nicht-apoptotische Zellen
erfasst, so dass apoptotische - nicht reparierte - Kerne nicht in die Bewertung mit
eingehen. Das ausfuhrliche Protokoll der Methodik ist im Anhang (8.223) beschrieben.

2.2.4 Ergebnisse und Interpretation

Die Auswertung wurde — entsprechend der Vorliberlegungen zur Statistik - basierend auf
der Berechnung der Reparaturkapazitdt vorgenommen. Eine Gegenlberstellung
(Abbildung 2.2.4) der berechneten DRC-Werte auf der Basis der TOM-Daten bzw. der
tail-DNA-Daten zeigt, dass die Werte sehr gut korrelieren und in der Regel nur in Proben
mit extremen DRC-Werten von der idealen Korrelation (diagonale Achse) abweichen.
Betrachtet man die einzelnen Gesamt-Populationen, so liegen 15 min nach Bestrahlung
die tail-DNA-Werte im Schnitt leicht unterhalb der entsprechenden TOM-Werte. 60 min
nach Bestrahlung liegen die Werte auf der gleichen Héhe, die TOM-DRC entspricht also
der tail-DNA-DRC in der Gesamtpopulation. Ausnahme ist hier die Leukamie-Kohorte, bei
der auch nach 60 min der Hauptanteil der Proben einen etwas geringeren tail-DNA-Wert
im Vergleich zum jeweiligen TOM-Wert zeigt. Die Ursache hierfir ist derzeit unbekannt.

Standardkontrolle 15 min Standardkontrolle 60 min

1.01

0.8 1

0.6 -

0.4

0.2 1

0.0 4

VNQ I'e) O8a

1.0 4

0.8 1

0.6 q

0.4 4

0.2 q

0.0

-0.2
-0.2

T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

DRC TOM

KORA 15 min

1.2

-0.2

-0.2

T
0.0

T
0.2

T T T T
0.4 0.6 0.8 1.0
DRC TOM

KORA 60 min

12

12

1.0 1

0.8

0.6

0.4+

0.2 1

VNG [re1 Dda

12

1.0 1

0.8 +

0.6 1

0.4 4

0.2 1

0.0
0.0

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
DRC TOM

12

0.0

0.0

0.2

11

0.4 0.6 0.8 1.0
DRC TOM



LUCY 15 min LUCY 60 min

VNQ ['e1 Dda

T T T T T T T T T T
-0.5 0.0 0.5 1.0 15 -0.5 0.0 0.5 1.0 15

DRC TOM DRC TOM C
Leuc 15 min Leuc 60 min
1.0 12
08 o o b9 1.0 1 °
o
00,
oo 4
0.6 ] 00 0.8
(o)
° o o
° 00©o o

0.4 1 ° o % 0.6

g o
0.2 4 o] 0.4

@'. o

o o

g
0.0 q ° 0.2 4
-0.2 T T T T T 0.0 T T T T T

-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 04 0.6 0.8 1.0 1.2
DRC TOM DRC TOM D

Abbildung 2.2.4: Gegeniiberstellung der berechneten DRC-Werte auf der Basis der TOM-
Daten bzw. der tail-DNA-Daten fur die verschiedenen Kohorten; A: Standardkontrolle, B:
KORA-Kollektiv, C: LUCY-Kollektiv, D: Leukdmie-Kollektiv; jeweils nach 15 min (links)
und 60 min (rechts) Inkubationszeit (= Reparaturzeit) nach Bestrahlung mit 4 Gy.

In Abbildung 2.2.4/1 (Seite 9) ist die Verteilung der Reparaturkapazitat fur die Individuen
aller Kohorten (Gruppen) fir t=15 min bzw. t=60 min nach Bestrahlung, auf der Basis
der TOM-Werte, aufgetragen. Es zeigte sich, dass der 15 min-Wert, wie erwartet und von
anderen Studien gezeigt, eine starke Streuung der Einzelwerte in den verschiedenen
Kollektiven aufweist. Die Werte der Standardkontrolle und der KORA-Kontrollen liegen
hier (mit 1 bzw. 2 Ausnahmen) naher zusammen als die Werte der LUCY- und Leukamie-
Patienten.

Nach 60 min Reparaturzeit ist ein GroBteil der DNA in den meisten Proben (nahezu)
vollstandig repariert. Die Einzelwerte der Kohorten liegen hier dichter zusammen, aber
die Unterschiede zwischen den Populationen werden sehr viel deutlicher: Die Werte der
Standardkontrolle (1 Ausnahme) und der KORA-Kontrollen (3 Ausnahmen) liegen sehr
dicht zusammen bei nahezu vollsténdiger Reparatur. Die Werte fir die LUCY- und die
Leukamiepatienten zeigen sehr viel starkere Schwankungen innerhalb der Kohorte; LUCY
streut am starksten. Die Mittelwerte der Leukamie-Kohorte liegen bei 15 min und 60 min
etwas tiefer als bei den KORA-Kontrollen.
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Abbildung 2.2.4/1: Reparaturkapazitdten (DRC) basierend auf TOM-Medianen (alle
Kohorten); die gestrichelten Linien der jeweiligen Kohorten geben die Mediane an; die
durchgezogenen Grenzen markieren die Standardabweichungen der Standardkontrollen.
Der untere Schwellenwert definiert sich als die auf eine Kommastelle gerundete Streuung
der Kontrollen ohne Bertcksichtigung des einen Ausreillers. (Der obere Schwellwert ist
1.0)

Nimmt man als alternative Auswertemethode den Median der tail-DNA als Kriterium
nicht-reparierter Zellen fir die Auswertung, zeigt sich eine &hnliche Tendenz. In
Abbildung 2.2.4/2 (Seite 10) ist die Verteilung der Reparaturkapaitat fir die Individuen
aller Gruppen auf der Basis der tail-DNA-Mediane aufgetragen.

Es zeigt sich auch hier nach 15 min eine starke Streuung der Einzelwerte in den
verschiedenen Kollektiven. Die LUCY-Poben streuen am starksten, wahrend Leukdamie-
Proben wiederum einen etwas geringeren Median haben (nicht dargestellt).

Nach 60 min Reparaturzeit ist die DNA in den Zellen der meisten Proben nahezu
vollstéandig repariert; es verstarken sich die Unterschiede zwischen den Populationen. Die
Werte der Standardkontrolle (2 Ausnahmen) und die KORA-Kontrollen (1 Ausnahme)
liegen sehr dicht zusammen bei nahezu vollstandiger Reparatur. Bei den LUCY- und
Leukamiepatienten sind Proben mit stark reduzierter DNA-Reparaturkapazitat erkennbar.
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Abbildung 2.2.4/2: Reparaturkapazitdten (DRC) basierend auf tail-DNA- Medianen (alle

Kohorten): die gestrichelten Linien der jeweiligen Kohorten geben die Mediane an; die
durchgezogenen Grenzen markieren die Standardabweichungen der Standardkontrollen.
Der untere Schwellenwert definiert sich als die auf eine Kommastelle gerundete Streuung
der Kontrollen ohne Berucksichtigung des einen Ausreil3ers. (Der obere Schwellwert ist

1.0)

Die Datensatze zu den Comet assays wurden von unterschiedlichen Auswerte-Personen,
z.T in Mlinchen, sowie in Jena, unter Zuhilfenahme unterschiedlicher hardware und
software generiert. Die Meta-Analyse der Daten konnte nur auf der Basis der Formel fir
die DNA-Reparaturkapazitat erfolgen. Trotzdem zeigt sich ein erstaunlich kohdrentes Bild
fur die generierten Daten, die folgende Tendenzen aufweisen:

Die Streuung der individuellen Unterschiede ist nach 15 min Reparaturzeit gréBer
als nach 60 min, analog zu friheren Daten.

Nach 60 min sind i.d.R. nahezu alle DNA-Schaden ,repariert".

Das Mitfuhren einer internen Standardkontrolle verdeutlicht eine nicht geringe
inter-experimentelle Schwankung, insbesondere beim 15 min-Wert.

Die Werte der LUCY-Kohorte sind von denen der unauffalligen KORA-Proben
unterscheidbar. Die LUCY-Proben streuen starker, es gibt , AusreiBer".

Basierend auf den Mittelwerten zeigt die LUCY-Kohorte einen minimal erhdéhten
DRC (nach 15 min) verglichen mit den KORA-Kontrollen; die Leuk@amiekohorte
einen deutlicher reduzierten DRC.

Basierend auf den Mittelwerten zeigen alle Kohorten nach 60 min einen nahezu
identischen DRC, mit Ausnahme der Leukdmie-Kohorte. Die Leukamie-Proben
zeigen als Gesamt-Kohorte nach 60 min weniger Reparatur als die anderen
Kohorten.

Bei den Einzelwerten der Leukamie-Kohorten ist auffallig, dass nach 15 min kein
einziger Wert Uber 0.8 DRC rangiert, wahrend dies bei anderen Kohorten oft der
Fall ist.

Fir die Ubergeordnete Interpretation der Daten muss allerdings bedacht werden, dass
durch das Nichterfassen apoptotischer Zellen in Proben mit sehr hoher (auch spontaner)
Apoptose lediglich eine Teil-Population der Zellen im Comet-Assay gemessen wird.
Inwieweit diese Teilpopulation das Verhalten der gesamten Population reprasentiert, ist
ungewiss.
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2.3 Apoptose-Assay an primaren Lymphozyten

2.3.1. Grundlagen und Methodik: AnnexinV-Assay

Ein wesentlicher Teil des Projekts besteht in der Frage, in welchem MafBe ionisierende
Bestrahlung bei Lymphozyten Apoptose und Nekrose auslést. Diese Untersuchung ist die
Grundlage fiir eine entsprechende Einteilung der untersuchten Patienten und gesunden
Kontrollpersonen in Falle mit hoher, mittlerer und geringer Apoptose-Induktion. Zur
Quantifizierung dieses Effekts wurde der schon im Vorlauferprojekt gut etablierte und
weithin verwendete AnnexinV/Propidiumiodid-Assay eingesetzt, der methodisch auf der
Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS) basiert. Die Methode ist
im Anhang 8.2.3.1 beschrieben. Apoptotische Zellen kdnnen aufgrund ihrer
charakteristischen Externalisierung der Zellmembrankomponente Phosphatidylserin das
AnnexinV binden, jedoch bleibt ihre Zellmembran fir Propidiumiodid (zunachst)
undurchlassig. Anders dagegen nekrotische Zellen, die sowohl AnnexinV binden als auch
Propidiumiodid aufnehmen. Somit kénnen lebende, apoptotische und nekrotische Zellen
unterschieden und quantifiziert werden.

Wie in Abbildung 2.3.1 ersichtlich, wird nach der Bestrahlung in den primaren
Lymphozyten die strahleninduzierte Apoptose gut anhand der AnnexinV/PI-Farbung
sichtbar. Der durch Bestrahlung induzierte Anteil nekrotischer Zellen setzt sich aus
tatsachlich nekrotischen Vorgdngen sowie spaten apoptotischen Zellen zusammen, die im
weiteren Verlauf der Apoptose fir PI durchldssig werden und daher im nekrotischen
Fenster erscheinen.

0,8G .
Nekrotisch

31 %

Nekrotisch
13 %

~Apoptotisch
18 %

Apoptotisch
3%

108

Abbildung 2.3.1: Beispielhafter Apoptose-Assay an den Lymphozyten einer internen
Laborkontrolle (Standardkontrolle). FL1-H (Abszisse) bezeichnet die Intensitat der
AnnexinV-Fluoreszenz (apoptotische Zellen), FL2-H (Ordinate) bezeichnet die Intensitat
der Pl-Fluoreszenz (spat-apoptotische oder nekrotische Zellen), 48 h nach Bestrahlung.
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2.3.2. Uberlegungen zur statistischen Auswertung

Im Vorlauferprojekt sowie in weiteren Vorversuchen wurde deutlich, dass die Qualitat der
eingefrorenen Proben bzgl. ihres Anteils lebender Zellen sehr unterschiedlich war. Grinde
hierfir kdnnen sein: i) Unterschiedlich lange Transport- und/oder Lagerzeiten des Blutes,
bevor daraus die primaren Zellen isoliert werden, ii) Verluste beim Einfrieren/Auftauen
der Zellen; iii) individuelle Unterschiede der Vitalitat des Zellmaterials durch Probanden-
spezifische Griinde (Alter, Vorbehandlung im Rahmen einer Krebstherapie, andere
Vorerkrankungen, etc.).

Es war daher mit Proben zu rechnen, die nach Isolieren, Einfrieren und Auftauen der
Zellen einen hohen Anteil toter (apoptotischer und/oder nekrotischer) Zellen aufweisen.
In solchen Proben, die bereits ohne Bestrahlung 50 - 80 % tote Zellen enthalten kénnen,
ist der Nachweis der strahleninduzierten Apoptose mit konventionellen Berechnungen
sehr fehleranfallig. Es wurde daher vom Biostatistiker H. Braselmann (Helmholtz Zentrum
Minchen) eine verbesserte Formel zur Berechnung der strahleninduzierten Apoptose
erstellt. Diese sollte auch in Proben mit hoher Anzahl spontan apoptotischer Zellen eine
verlassliche Aussage zur Apoptoseinduktion nach Bestrahlung ermdglichen.

Als Bezeichnungen fir die gemessenen Anteile apoptotischer und nekrotischer Zellen
dienen:

Paposo und Papo flr apoptotische Zellen bei 0 Gy oder nach Bestrahlung
Prec,o Und Prec flr nekrotische Zellen bei 0 Gy oder nach Bestrahlung
Ptot = Papo + Prec fir den Gesamtanteil geschadigter Zellen nach Bestrahlung

Ptot,0 = Papo,0 + Prec,o flir den Gesamtanteil geschadigter Zellen bei 0 Gy

Der induzierte Gesamtstrahlenschaden Piting wird hier als die Wahrscheinlichkeit
definiert, dass eine normale, ungeschadigte Zelle bei Bestrahlung apoptotisch oder
nekrotisch wird. Es ist der Anteil von strahlengeschadigten Zellen

Ptot - Ptot,O
in den vor Bestrahlung normalen Zellen
1- Ptot,Ol
d.h.
I:)tot - I:)tot,O

tot,ind —
1- IDtot,O

Ebenso wird die induzierte Nekrose definiert als Anteil strahleninduzierter nekrotischer
Zellen in nicht-nekrotischen Zellen,

_ IDnec B I:>nec,0
nec,ind —
1- I:’nec,O

Bei den nicht-nekrotischen Zellen 1 — Ppec,0 Wird hier kein Unterschied zwischen normalen
oder apoptotischen Zellen gemacht, d.h. beide haben dieselbe Chance per
Strahleninduktion nekrotisch zu werden.

Ahnlich wird auch die induzierte Apoptose definiert als Anteil strahleninduzierter
apoptotischer Zellen in normalen Zellen. Dabei dirfen bei der Berechnung der
strahleninduzierten apoptotischen Zellen nur die spontan apoptotischen abgezogen
werden, die nicht nekrotisch geworden sind, Papo,0(1 = Prec,ing), also....

P _ PaPO B PaPO,O(l_ Pnec,ind)
apo,ind — 1-P .
tot,
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Die Formeln kénnen auch visuell im Wahrscheinlichkeitsdiagrammm dargestellt werden.
Dabei stellen die Pfeile 0 Gy nach x Gy die Ubergangswahrscheinlichkeiten des Zellstatus
bei Strahleninduktion dar. Die normalen Zellen 1 - Py sind hier mit P, bezeichnet. Die
von 0 Gy ausgehenden Pfeile stellen die Mdglichkeiten dar und summieren sich jeweils zu
1.0. Die Die x Gy eingehenden Pfeile, jeweils multipliziert mit dem Kontrollwert des
Ursprungs, summieren sich als Beitrage zu dem jeweiligen Endstatus. Aus den drei
Gleichungen (fiur jeden Endstatus eine) ergeben sich durch Umstellung die vorherigen
Gleichungen.

0 Gy X Gy

l:)apo, 0 I:)apo
apoptotic apoptotic
—_—
cells cells
P P

nec, 0 nec

necrotic necrotic
-
cells cells

Abb. 2.3.2: Wahrscheinlichkeitsdiagramm fir die Strahleninduktion von apoptotischen
und nekrotischen Zellen. Beschreibung siehe im Text.

e In den Tabellen werden die ,P"-Werte prozentual angegeben, d.h. mit 100
multipliziert.

e Als statistischer Endpunkt wird schlieBlich die induzierte Apoptose, Papo,ina benutzt.
e Aufgrund statistischer Variabilitat kénnen sich fur die induzierte Apoptose Papo,ind
ebenso wie flir die nicht weiter benutzten EndgréBen negative Werte ergeben.

Dies kommt haufig vor, wenn die 0-Werte schon relativ groB sind und der
gemessene Gesamtschaden nach 0,4 oder 0,8 Gy im Streubereich des 0-Wertes
kleiner als dieser ist, sodass sich negative Differenzen ergeben.

e Die Endwerte P,p0,ind Wurden schlieBlich mit entsprechenden Werten der
Standardkontrolle auf experimentelle lineare Korrelation tberprift und bei
signifikanter Korrelation so korrigiert, dass (bis auf eine unabhangige
Mittelwertskonstante zwecks Darstellung) nur die Differenz zum experimentellen
Erwartungswert genommen wurde.

2.3.3. Durchflhrung

Wie in den Voriberlegungen vermutet, wurde eine stark unterschiedliche Probenqualitat
in den individuellen Proben jeder Kohorte entdeckt. Anhand des Beispiels der KORA-
Proben wird dies veranschaulicht. In Abb 2.3.3 sind die Zahlen lebender Zellen in den
verschiedenen Proben dokumentiert. Diese wurden durch Subtraktion der spontanen
Apoptose- und Nekrosewerte der Zellen erhalten, die nach Auftauen der Zellen - ohne
Bestrahlung - in den jeweiligen Nullwerten der Bestrahlungsexperimente auftraten. Als
internes Qualitatskriterium wurde bestimmt, dass nur Falle mit mindestens 20% lebender
Zellen zur Auswertung der strahleninduzierten Apoptose verwendet wurden.
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Abbildung 2.3.3: Qualitdt des Ausgangsmaterials: Aufgetragen ist der Prozentsatz
lebender Zellen in individuellen KORA-Proben, nach Subtraktion der spontanen Apoptose-
und Nekrosewerte, die nach Auftauen der Zellen - ohne Bestrahlung — in den jeweiligen
Nullwerten der Bestrahlungsexperimente auftraten. Als internes Qualitatskriterium wurde
bestimmt, dass nur Falle mit mindestens 20% lebender Zellen (gestrichelte Linie) zur
Auswertung der strahleninduzierten Apoptose verwendet wurden.

2.3.4. Ergebnisse und Interpretation

2.3.4.1. Stark unterschiedliche Qualitdt des Ausgangsmaterials

Wie bereits im Abschnitt zuvor erlautert waren die Proben qualitativ stark
unterschiedlich. Trotzdem konnte mit den in die Auswertung einbezogenen Proben eine
gute Apoptosemessung und eine verldssliche Apoptose-Kalkulation mit Hilfe der
,Braselmann-Formel® erreicht werden. Zur Erkennung von Proben mit extremen
Apoptose-Werten wurden diese zunachst bezliglich ihrer Dosis-Korrelation in einem
vereinfachten Rangordnungs-Verfahren validiert.

2.3.4.2. Dosis-Korrelationen bei 0,4 und 0,8 Gy:

Die Falle wurden jeweils nach ihrer induzierten Apoptose bei 0,4 Gy und 0,8 Gy in
aufsteigender Reihenfolge angeordnet, d.h. die Liste der Rangfolge beginnt flir jede der
beiden Strahlendosen mit den Fallen, die eine minimale Apoptose aufweisen (KORA siehe
2.3.4.2.K im Anhang, LUCY siehe 2.3.4.2.L, Leukdmien siehe Tabelle 2.3.4.2.Leu).

Jeder Fall nimmt damit fir jede Dosis einen bestimmten Rang ein. Bei der Annahme
eines linearen Zusammenhangs zwischen der apoptotischen Wirkung und geringen
Strahlendosen wie 0,4 Gy und 0,8 Gy sollte dieser Rang bei beiden Dosen annahernd
gleich sein. Um die Dosis-Korrelation zwischen den Kohorten vergleichen und
quantifizieren zu kénnen, wird folgende Einteilung vorgenommen: die Korrelation wird als
gut bezeichnet, wenn maximal etwa 7 % Unterschied in den Rangplatzen vorliegt; in der
KORA-Kohorte mit 113 Fallen sind dies 8 Rangunterschiede, bei LUCY und Leukamien mit
geringeren Fallzahlen entprechend weniger, namlich 7 bzw. 5 Rangunterschiede (2.3.4.2
unten). Eine mittlere Korrelation wird jeweils mit bis zu 30 % Unterschied in den
Rangplatzen festgesetzt, noch gréBere Unterschiede werden als schlechte Korrelation
bezeichnet. Entsprechend dieser Einteilung kénnen die einzelnen Falle in eine der drei
Kategorien eingeordnet werden. Insgesamt zeigt sich ein zufriedenstellendes Ergebnis
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zwischen den apoptotischen Wirkungen der Strahlendosen 0,4 Gy und 0,8 Gy, da nach
unserer Definition nur jeweils ca. 13 % der Félle eine schlechte Dosis-Korrelation
aufweisen.

Hervorzuheben ist, dass stets die induzierte Apoptose bei 0,8 Gy héher ist als bei 0,4 Gy,
als auch bei den hier verwendeten, geringen Dosen eine klare Dosisabhdngigkeit der
strahleninduzierten Apoptose gemessen werden konnte. Die einzige Ausnahme hiervon
sind Zellen der Kontrollperson Epk69, welche bei beiden Dosen die jeweils grofte
Apoptoserate der gesamten Kohorte aufweisen.

Tabelle 2.3.4.2: Dosis-Korrelation der Apoptose nach 0,4 Gy und 0,8 Gy Bestrahlung

KORA (113 Félle):

Dosis-Korrelation Rangunterschiede Falle

sehr gut 0 bis 8 45 (39,8 %)
mittel 9 bis 34 53 (46,9 %)
schlecht mehr als 34 15 (13,3 %)
LUCY (96 Falle):

Dosis-Korrelation Rangunterschiede Falle

sehr gut 0 bis 7 31 (32,3 %)
mittel 8 bis 29 52 (54,2 %)
schlecht mehr als 29 13 (13,5 %)
Leukamie (66 Falle):

Dosis-Korrelation Rangunterschiede Falle

sehr gut 0 bis 5 28 (42,4 %)
mittel 6 bis 20 29 (44,0 %)
schlecht mehr als 20 9 (13,6 %)

2.3.4.3. Verteilung der Apoptose und ,AusreiBer" bei KORAs, LUCYs und Leukamien:

Die Werteverteilungen der Apoptoseinduktion in den verschiedenen Proben einer Kohorte
sind nachfolgend fir die beiden Dosen 0,4 Gy und 0,8 Gy aufgetragen. Die roten Balken
markieren 2,5 Standardabweichungen der mitgeflihrten internen Kontrollen. Bei den
normalen Kontrollpersonen der KORA-Kohorte (Abb. 2.3.4.3.K) und den jungen
Lungentumor-Proben (Abb. 2.3.4.3.L) ist keine bzw. nur eine Probe vorhanden, die
aufgrund deutlich reduzierter Apoptoseinduktion unter den Fehlerbalken liegen. Dagegen
sind mehrere Proben mit erhéhter Apoptoseinduktion vorhanden.

Bei den Proben der Leukamiepatienten (Abb. 2.3.4.3.Leu) treten mehrere Proben auf, die
deutlich unter den unteren Fehlerbalken fallen, die also eine reduzierte
Apoptoseinduktion aufweisen. Es fallt auf, dass die Leukamieproben insgesamt deutlich
geringere Werte (reduzierte Apoptose) aufweisen als die Proben der beiden anderen
Kollektive, dass hier also generell die Apoptoseinduktion gesenkt ist.
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Abbildung 2.3.4.3 K: Strahleninduzierte Apoptose in Lymphozyten von gesunden
Kontrollpersonen (KORA): Auf der Ordinate ist die induzierte Apoptose jeder Probe fir
0,4 Gy und 0,8 Gy dargestellt, berechnet nach der ,,Braselmann-Formel“ (Abschnitt
2.3.2); Probenzahl n = 113. Die roten Balken markieren die Schwankungsbreite der
mitgefuhrten Standardkontrollen. Namentlich gekennzeichnet sind Proben aulRerhalb
dieser Schwankungsbreite.
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Abbildung 2.3.4.3 L: Strahleninduzierte Apoptose in Lymphozyten von jungen
Lungentumor-Patienten (LUCY) Auf der Ordinate ist die induzierte Apoptose jeder Probe
far 0,4 Gy und 0,8 Gy dargestellt, berechnet nach der ,,Braselmann-Formel“ (Abschnitt
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2.3.2); Probenzahl n = 96. Die roten Balken markieren die Schwankungsbreite der
mitgefluhrten Standardkontrollen. Namentlich gekennzeichnet sind Proben aufRerhalb
dieser Schwankungsbreite. Die gestricheklte Linie markiert den median.
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Abbildung 2.3.4.3 Leu: Strahleninduzierte Apoptose in Lymphozyten von Leukamie-
Patienten: Auf der Ordinate ist die induzierte Apoptose jeder Probe fiir 0,4 Gy und 0,8 Gy
dargestellt, berechnet nach der ,,Braselmann-Formel“ (Abschnitt 2.3.2); Probenzahl n =
66. Die roten Balken markieren die Schwankungsbreite der mitgefihrten
Standardkontrollen. Namentlich gekennzeichnet sind Proben aul3erhalb dieser
Schwankungsbreite. Die gestricheklte Linie markiert den median.

In einem direkten Vergleich der Kohorten wurden die Mittelwerte der Apoptoseinduktion
ermittelt. Fir eine stringentere Betrachtung wurden daflir Proben der Leukamiepatienten
aus der Wertung genommen, die einen stark negativen Apoptosewert ergaben und
maoglicherweise als experimentelle Ausreisser zu werten sind. In den Abbildungen
2.3.4.3/2 und 2.3.4.3/3 sind die Mediane der KORA-Kontrollen bei 0,4 Gy und 0,8 Gy als
verlangerte Achse dargestellt. Die Unterschiede zwischen den Medianen der Kohorten
wurden mit dem Wilcoxon Rangsummentest Uberprift. Es fallt auf, dass die
Leukamieproben insgesamt deutlich geringere Werte (reduzierte Apoptose) aufweisen als
die Proben der beiden anderen Kollektive, dass hier also generell die Apoptoseinduktion
gesenkt ist. (p < 0.001 fir 0,4 und 0,8 Gy gegen LUCY, p<0.001 fiar 0,4 und 0,8 Gy
gegen KORA). Zwischen KORA und LUCY gibt es bei 0,8 Gy keinen Unterschied, bei 0,4
Gy nur marginal (Bonferroni p-Wert 0,06)

(Anm.: der Bonferroni p-Wert berlicksichtigt den ZufallseinfluB bei der gleichzeitigen
Durchfiihrung zweier Tests.)
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Abbildung 2.3.4.3/2: Vergleich der strahleninduzierten Apoptose in Lymphozyten von
gesunden Kontrollpersonen (KORA, n=113) und junge Lungentumor-Patienten (LUCY,

n=96)
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Abbildung 2.3.4.3/3: Vergleich der strahleninduzierten Apoptose in Lymphozyten von
gesunden Kontrollpersonen (KORA, n=113) und Leukdmie-Patienten (n=60)

Die im Vergleich zu den KORA-Kontrollen erhéhte Apoptoseinduktion der Zellen von
jungen Lungentumor-Patienten ist derzeit nicht erklarbar. Das unterschiedliche Verhalten
der Zellen von Leukamiepatienten im Vergleich zu den anderen Kohorten ist
maoglicherweise auf die Vorbehandlung der Patienten zuriickzufiihren. Diese haben bereits
eine Chemotherapie durchlaufen, welche sich natirlich auch auf nicht-Krebszellen
schadigend auswirken kann. Interessanterweise tritt dieser Unterschied der
Leukdmiepatientenzellen sowohl bei der Apoptoseinduktion, aber auch etwas schwdacher
bei der DNA-Reparatur im Comet Assay auf.
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2.4 Korrelation: Comet- und Apoptose-Assay

Zur Einschatzung, ob die beiden zelluldren Endpunkte Apoptose und DNA-Reparatur nach
Bestrahlung unabhdngig voneinander eintreten, wurden die experimentellen Ergebnisse
der beiden Assays korreliert. Es stellte sich also die Frage, ob z.B. Zellen mit reduzierter
DNA-Reparatur bevorzugt in die Apoptose getrieben werden, ob also in den Proben eine
reduzierte DNA-Reparatur mit erhéhter Apoptose korreliert. Im Falle einer Korrelation der
beiden Endpunkte ware die Kombination der 2 Messmethoden deutlich aussagekraftiger
zur Bestimmung der individuellen Strahlenempfindlichkeit.

2.4.1 Korrelation auf Ebene der Gesamt-Kohorten

Vergleicht man die Mittelwerte der gesamten Kohorten bzgl. ihres DNA-Reparatur- und
Apoptoseverhaltens, ausgehend von den gezeigten Abbildungen 2.2.4.1 bzw. 2.2.4.2
sowie 2.3.4.3/2 bzw. 2.3.4.3./3, so zeigt sich, dass im Vergleich zu den KORA-Kontrollen
- bei der LUCY-Kohorte eine unauffadllige DNA-Reparatur mit einer erhohten
Apoptoseinduktion nach Bestrahlung einhergeht;
- bei der Leukamie-Kohorte eine (leicht) reduzierte DNA-Reparatur mit einer
reduzierten Apoptoseinduktion einhergeht.

Wahrend sich flir die junge Lungentumor-(LUCY)-Kohorte hierfiir keine Erklarung
anbietet, kann bei der Leukamie-Kohorte wiederum vermutet werden, dass die
Vorbehandlung der Patienten (Chemotherapie) auch in den gesunden Zellen eine
veranderte oder reduzierte Reaktionsfahigkeit flir exogenen Stress (Bestrahlung) mit sich
bringen kann. Auf der Ebene der Gesamt-Kohorten kann man also einerseits eine
reduzierte Reparatur mit reduzierter Apoptose (bei Leukamiezellen), andererseits
unauffallige Reparatur mit leicht erhéhter Apoptose korrelieren.

Diese Korrelationen konnten jedoch statistisch nicht gesichert werden. Die gegenlaufigen
Korrelationen - in Abhangigkeit von der Kohorte - legen nahe, dass es sich hier um eine
statistisch nicht-signifikante Korrelation der beiden Phanotypen handelt.

2.4.2 Korrelation auf Ebene der einzelnen Proben

Vergleicht man von jeder einzelnen Probe das Verhalten der Zellen in der DNA-Reparatur
und in der Apoptoseinduktion, so kann man herausfinden, ob z.B. seltene Proben mit
extremen Werten in beiden Phanotypen auffallend sind. Im Punktediagramm wirden sich
Anhdufungen fir solche phéanotyischen Korrelationen erkennen lassen. Im Anhang
8.2.4.2 sind die Apoptosewerte (fir 0,4 Gy und 0,8 Gy) jeweils verglichen mit den DNA-
Reparaturwerten (15 min und 60 min; basierend auf TOM oder tail-DNA). Die
resultierenden Diagramme zeigen keine Subpopulationen der Kohorten, in denen
Extremwerte flir beide Phdanotypen positiv oder negativ korrelieren. Auch in den
Bereichen extremer Apoptose- oder DNA-Reparaturwerte sind keine einzelnen Proben
erkennbar, die fiir beide Phanotypen aufféllig sind.

Auch die Analyse auf Ebene der Einzelzellen legt also nahe, dass es keine Korrelation
extremer Phanotypen beziiglich Apoptose und DNA-Reparatur nach Bestrahlung gibt.
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3. Charakterisierung immortalisierter Zelllinien

3.1. Herstellung EBV-immortalisierter Zelllinien aus ausgewahlten
Patienten

3.1.1. Auswahlkriterien

Bedingt durch die verzdgerte statistische Gesamt-Auswertung der Comet-Assays wurde
die Immortalisierung interessanter Proben ausschliesslich basierend auf den Apoptose-
Daten durchgefihrt. Aus den untersuchten Kollektiven der gesunden Kontrollpersonen
(KORA) und der jungen Lungentumor-Patienten (LUCY) wurden daher Falle ausgewahlt,
die Ubereinstimmend sowohl nach Bestrahlung mit 0,4 Gy als auch nach Bestrahlung mit
0,8 Gy besonders hohe bzw. besonders niedrige Apoptoseraten zeigten. Dies sind die
Falle mit einer guten Dosis-Korrelation, wie es in 2.3.4.2 beschrieben wurde. Als
Kontrolle wurden weiterhin Falle ausgewahlt, die Ubereinstimmend flr beide Dosen
mittlere Apoptoseraten aufwiesen. In den Tabellen 8.2.3.4.2 im Anhang sind die Falle
guter Dosiskorrelation rot hervorgehoben. Die zur Immortalisierung eingesetzten Proben
der LUCY und KORA-Kohorten sind aufgefiihrt, und als erfolgreich oder nicht erfolgreich
gekennzeichnet.

Als weitere Kontrolle wurde eine auffallige Probe der Leukamie-Kohorte in der
Immortalisierung mitgefthrt.

3.1.2. Durchfiihrung

Die Immortalisierung der Lymphozyten durch Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV)
erfolgte am Institut flir Epidemiologie des Helmholtz Zentrums Minchen, wo dieses
Verfahren routinemaBig durchgefiihrt wird. Dabei wird die Marmorset-Blutleukozytenlinie
B 95-8 verwendet, die ein Wildtyp-EBV-Virus tragt.

3.1.2. Ergebnisse und Interpretation

Die Immortalisierung wird nach Aussage der Experimentatoren bei optimaler Menge und
Qualitat des eingesetzten Ausgangsmaterials mit einer Effizienz von Uber 90%
standardisiert durchgefiihrt. Im Fall der hier verwendeten primaren Zellproben wurde
eine Effizienz von etwa 60% erreicht, da das zur Immortalisierung verbliebene primare
Zellmaterial bereits eingefroren war und suboptimale Zellzahlen enthielt. Wahrend die
Effizienz bei den KORA-Proben 71% betrug (15 von 21 erfolgreich) war sie bei den LUCY-
Proben deutlich geringer mit 47% (8 von 17).

Folgende immortalisierte Zelllinien konnten gewonnen werden:

- Gesunde Kontrollpersonen (KORA, n = 15): sechs Zelllinien mit hoher, drei Zelllinien
mit mittlerer und sechs Zelllinien mit niedriger Apoptoserate (Tabelle 3.1.2.).

- Junge Lungentumor-Patienten (LUCY, n = 8): vier Zelllinien mit hoher, eine Zelllinie mit
mittlerer und drei Zelllinien mit niedriger Apoptoserate (Tabelle 3.1.2.).

- Leukamie-Patient: eine Probe mit auffallig geringer Apoposerate wurde erfolgreich
immortalisiert und als Kontrolle im weiteren Verlauf mitgefthrt.

- interne Labor-Kontrollen: von den unauffalligen internen Laborkontrollen wurden
ebenfalls 2 immortalisierte Zelllinien generiert, die als methodische Kontrollen fiir
weitere Experimente mitliefen.
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Tabelle 3.1.2.1: EBV-Immortalisierung von Lymphozyten der ausgewahlten
Kontrollpersonen (KORA).

Induzierte KORA-Bezeichnung EBV-Immortalisierung
Apoptose (interne Bezeichnung) --  erfolglos
X erfolgreich

1418306 (EpK63) -

1452843 (Ep 59) X
1467846 (Epk 73) X
1434457 (Ep53) X (in Jena nicht verfiigbar)
Hoch 1442168 (Ep 60) X
1420961 (Ep4) X (in Jena nicht verfigbar)
1467304 (Epk 80) X
1412132 (Ep29) - -
F4-D1N/1829455 (KORA 79) X
1457852 (Ep10) -
Mittel 1416785 (EpK 69) X
F4 CON/1848770 (KORA 23) X
F4-DON/1842418 (KORA 85) X
F4-DON/1813714 (KORA 83) X

F4-COV/1817816 (KORA 67) T T
F4-DON/1845860 (KORA 95) o

F4-DON/1852505 (KORA 113) X

o - X
Niedrig F4-EON/1810461 (KORA 107)

F4-EON/1837718 (KORA 91) - -

F4-EON/1830005 (KORA 89) X

F4-DON/1819645 (KORA 69)

Tabelle 3.1.2.2: EBV-Immortalisierung von Lymphozyten der ausgewahlten jungen
Lungentumor-Patienten (LUCY).

Induzierte LUCY-Bezeichnung EBV-Immortalisierung

Apoptose (interne Bezeichnung) --  erfolglos
X erfolgreich

8042-200 (Ep862) X

29018-200 (Ep600) T

8027-200 (Ep449) X

Hoch 29023-200 (Ep772) T

3012-200 (Ep825) T

29031-200 (Ep935) X

4047-200 (Ep818)

13024-200 (Ep436) -
6025-200 (Ep1040) - -
Mittel 29012-200 (Ep485) X
13020-200 (Ep108) - -
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19016-200 (Ep476) - -

16042-200 (Ep1053) - -
20041-200 (Ep766) - -
Niedrig 12018-200 (Ep494)
29019-200 (Ep602)
29011-200 (Ep482) X

3.2. Apoptose-Assays mit EBV-Zelllinien

3.2.1 Grundlagen und Methodik

Das Arbeitsprogramm sah vor, ausgewahlte, nach Bestrahlung auffallige Proben der
verschiedenen Kohorten zu immortalisieren um fir weiterfihrende molekulare Analysen
maoglicher Ursachen der Strahlenauffalligkeit genug Zellmaterial zur Verfligung zu haben.
Ein Uberblick der an EBV-immortalisierten Zellinien durchgefiihrten Experimente ist im
Anhang (8.3.2.1 und 8.3.2.1/1) zu finden. Neben der genetischen Analyse war dies
insbesondere die Analyse potentieller Kandidatenproteine, z.B. auf abnormal veranderte
Proteinmengen, veranderte ProteingréBen oder fehlerhafte Regulation nach Bestrahlung.
Die EBV-Immortalisierung sollte — zusatzlich zur Integration von EBV-Genomen in die
~Wirtszelle" - keine genetischen Verdanderungen in der Zelle verursachen. Allerdings ist
bekannt, dass eine Unzahl zellularer Wirts-Proteine nach der Immortalisierung durch die
EBV-Proteine in ihrer Aktivitat reguliert werden kénnen. Hierzu zahlt u.a. das p53-
Protein, weshalb eine Veranderung der Strahlenantwort der EBV-immortalisierten Zellen
im Vergleich zu den primaren Ausgangszellen nicht ausgeschlossen werden kann.

Daher ist eine vergleichende Analyse von Proteinveranderungen in den strahlen-
auffalligen Proben nur sinnvoll, wenn auch der Phanotyp der daraus abgeleiteten EBV-
Zellen nach Bestrahlung analysiert wird. Es wurden daher die Apoptoseraten in den EBV-
immortalisierten Zellen ermittelt und in einer vergleichenden Analyse dem
Apoptoseverhalten der zugehdrigen primaren Zellen gegenliibergestellt.

3.2.2. SubG1-Assay

Da der AnnexinV-Assay sich flir lymphoblastoide Zelllinien in Vorversuchen und parallelen
Studien als problematisch und bei den Dosen 0,4 und 0,8 Gy als kaum messbar
herausgestellt hat, wurde mit der Messung der hypodiploiden Zellfraktion ein alternativer
durchflusszytometrischer Test zur quantitativen Untersuchung von Apoptose verwendet.
FlUr diesen Test wird zunachst die Membran der untersuchten Zellen permeabilisiert, um
Eindringen von Propodiumiodid in den Zellkern zu ermdglichen. Dies fihrt zu Anfarbung
der DNA. Durch die Farbung und anschlieBende Messung im Durchflusszytometer kann
der DNA-Gehalt der Zellen festgestellt werden. In einer gesunden Zellpopulation gibt es
einen relativ groBen Anteil an Zellen, die sich in der G1-Phase befinden, des Weiteren
einen kleineren Anteil an Zellen, die sich in der G2-Phase befinden und deshalb im
Vergleich zu den in der G1-Phase befindlichen Zellen einen doppelten DNA-Gehalt
aufweisen und entsprechend doppelt so starke Fluoreszenz zeigen. Im Bereich
dazwischen befinden sich Zellen in der S-Phase. In geschadigten Zellpopulationen, die z.
B. bestrahlt wurden, findet man eine weitere Zellpopulation, deren DNA-Gehalt geringer
ist als in Zellen der G1-Phase. In diesem Fall spricht man von hypodiploiden Zellen oder
SubG1-Zellen. Das Auftreten hypodiploider Zellen basiert darauf, dass im Zuge der
Apoptose eine Degradierung der DNA und ein Verlust der degradierten DNA erfolgen. In
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3.2.2 sind Histogramme fir die Messung der hypodiploiden Zellfraktion einer EBV-
immortalisierte Kontrollzelllinie nach Bestrahlung dargestellt und erklart.
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Abbildung 3.2.2: Histogramme der Fluoreszenz von Pl bei durchflusszytometrischen
Messungen der Sub G1 Population:

Die Messung erfolgt in unbehandelten Zellen der Kontrollzelllinie SiMo sowie nach
ionisierender Bestrahlung mit 4 Gy bzw. 12 Gy fiur die Zeitwerte 24 h, 48 h und 72 h
nach Bestrahlung. In jedem Diagramm wird die Anzahl der Zellen mit einer bestimmten
Fluoreszenzintensitat (Ordinate) gegen die rote Fluoreszenz von Pl (Abszisse)
aufgetragen.

Zu sehen ist zunachst in unbestrahlten Proben die Aufteilung der Zellen in eine G1-
Population, eine G2-Population mit doppelter Fluoreszenzintensitat von der G1-Population
und eine kleine Sub G1-Population mit geringerer Fluoreszenzintensitat. 24 h nach
Bestrahlung stieg der Wert des Maximums fir G2 auf der y-Koordinate drastisch an, dies
beruht auf einem G2-Arrest der geschadigten Zellen. Im Bereich von Sub G1 erfolgte
leichte Steigerung. Zu spateren Zeitwerten nach Bestrahlung schrumpfte die G2-
Population, im Bereich Sub G1 trat eine weitere Zunahme ein. Die rot eingezeichneten
Hilfslinien markieren die Grenze zwischen G1 und dem Sub G1-Bereich.

Die Messungen der Apoptoseraten in lymphoblastoiden Zelllinien mittels Nachweis der
hypodiploiden Zellfraktion und mit Hilfe eines Caspaseinhibitors (siehe 3.2.3.) erfolgte in
jeweils ein bis flinf Versuchen in folgenden Zelllinien die aus primaren Zellen der LUCY-
Kohorte generiert worden waren: Vier Zelllinien, deren korrespondierende primaren
Lymphozyten im AnnexinV-Assay auffallig hohe Apoptoseraten gezeigt hatten, drei
Zelllinien, deren korrespondierende primaren Lymphozyten im Annexin V Assay aufféllig
niedrige Apoptoseraten gezeigt hatten und eine Zelllinie mit durchschnittlicher
Apoptoserate der korrespondierenden primaren Lymphozyten. Die gewdhlten Parameter
waren die Zeitpunkte 24 h, 48 h und 72 h nach Bestrahlung mit 4 Gy, 8 Gy und 12 Gy. In
Abbildung 3.2.2/1 sind die Daten der Apoptosemessungen an LUCY-Zelllinien
zusammengefasst. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der Apoptoseinduktion
nach Bestrahlung zwischen den Zelllinien detektiert werden, die mit der
Strahlenempfindlichkeit der jeweiligen primaren Vorlauferzellen korreliert.
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Abbildung 3.2.2/1 : Durch Quantifizierung der hypodiploiden Zellfraktion gemessene
induzierte Apoptoseraten in LUCY Zelllinien.

Die Rate der induzierten Apoptose wird fur jede Zelllinie 24 h (dunkle Farben), 48 h
(mittlere Farben) und 72 h (helle Farben) A: nach Bestrahlung mit 4 Gy, B: nach
Bestrahlung mit 8 Gy, C: nach Bestrahlung mit 12 Gy angegeben. In schwarz wird die
Kontrollzelllinie SiMo gezeigt, in blau Zelllinien, fir die anhand der Ergebnisse im Annexin
V Assay niedrige Induktion der Apoptose erwartet wird, in rot Zelllinien, fur die hohe
Apoptoseraten erwartet werden. Grau dargestellt ist eine Zelllinie mit erwarteter
durchschnittlicher Apoptoserate. Fur alle drei Dosen kann fur jede Zelllinie ein Anstieg
der induzierten Apoptose mit der Zeit festgestellt werden. Aufgrund der hohen
Standardabweichungen kann kein Unterschied zwischen den ermittelten Werten nach
Bestrahlung mit 4 Gy und 8 Gy festgestellt werden, jedoch die Dosis 12 Gy bewirkt
deutlich hdhere Apoptoseraten in den untersuchten Zelllinien.

Fir das KORA-Kollektiv wurden sechs Zelllinien mit hoher Apoptoserate in den
korrespondierenden primaren Lymphozyten und entsprechend finf Zelllinien mit
niedriger Apoptoserate in den korrespondierenden primaren Lymphozyten ausgewahlt.
Fir die KORA-Zelllinien erfolgten die Versuche jeweils in zwei Wiederholungen fir die
Zeitpunkte 24 h, 48 h und 72 h nach Bestrahlung mit den Dosen 4 Gy und 12 Gy. Auch
hier waren keine signifikanten Unterschiede der Apoptoseinduktion in Abhangigkeit von
der Strahlenempfindlicheit der primdren Vorlauferzellen detektierbar. In Abbildung
3.2.2/2 sind die Daten graphisch zusammengefasst. Aufgrund der groBen Schwankungen
zwischen den Versuchen kann auch hier kein signifikanter Unterschied zwischen den
einzelnen Zelllinien festgestellt werden, der mit der Strahlenempfindlichkeit der
jeweiligen primaren Vorlauferzellen korreliert.
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Abb. 3.2.2/2: Durch Quantifizierung der hypodiploiden Zellfraktion gemessene induzierte
Apoptoseraten in KORA Zelllinien.

Die Rate der induzierten Apoptose wird fur jede Zelllinie 24 h (dunkle Farben), 48 h
(mittlere Farben) und 72 h (helle Farben) A: nach Bestrahlung mit 4 Gy, B: nach
Bestrahlung mit 12 Gy gezeigt. In schwarz ist die Kontrollzelllinie SiMo markiert, blau
sind Zelllinien, fur die anhand der Ergebnisse im AnnexinV-Assay geringe Induktion der
Apoptose erwartet wird und rot sind Zelllinien gezeigt, fur die hohe Apoptoseraten
erwartet werden. Fiur beide Dosen ist fur jede Zelllinie ein Anstieg der induzierten
Apoptose mit der Zeit sichtbar. Ebenfalls kann ein dosisabhdngiger Anstieg der
Apoptoserate von 4 Gy auf 12 Gy festgestellt werden.

3.2.3. Caspase-Assay

Eine weitere Methode, Apoptose in lymphoblastoiden Zelllinien nachzuweisen, besteht in
der Detektion von aktiven Caspasen, da Caspasen spezifisch wahrend der Apoptose
aktiviert werden. Eine Méglichkeit, aktive Caspasen indirekt nachzuweisen, besteht in der
Verwendung eines fluoreszenzmarkierten Caspase-Inhibitors. Der Caspase-Inhibitor
VAD-FMK kann z. B. mit FITC konjugiert werden (FITC-VAD-FMK). Da die Membranen
permeabel sind fir dieses Konstrukt, kann es in nicht-fixierte Zellen eindringen und dort
an das aktive Zentrum der Caspasen binden. Je mehr aktive Caspasen vorhanden sind,
desto mehr Inhibitor-Konstrukt kann binden. Die Fluoreszenzaktivitat markierter Zellen
kann durchflusszytometrisch nachgewiesen werden.

Die Versuche zur Analyse der Apoptose in LCL wurden jeweils nach einer Dosis von 4 Gy
und 12 Gy sowie in einer unbestrahlten Kontrollprobe zu den Zeitpunkten 24 h, 48 h und
72 h nach Bestrahlung durchgefiihrt. Resultierende Histogramme der Messung der
Fluoreszenzintensitat in Lymphozyten nach Behandlung mit einem fluoreszenzmarkierten
Caspase-Inhibitor werden in 3.2.3 gezeigt und erklart.
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Abbildung 3.2.3: Histogramme der durchflusszytometrischen Messungen der
Fluoreszenzintensitéat von Lymphozyten nach Behandlung mit dem fluoreszenzmarkierten
Caspase-Inhibitor FITC-VAD-FEMK.

Die Messung erfolgte in unbehandelten Zellen der Kontrollzelllinie SiMo sowie nach
ionisierender Bestrahlung mit 4 Gy bzw. 12 Gy fur die Zeitwerte 24 h, 48 h und 72 h
nach Bestrahlung. In jedem Diagramm wird die Anzahl der Zellen mit einer bestimmten
Fluoreszenzintensitat (Ordinate) gegen die grine Fluoreszenz von FITC (Abszisse)
aufgetragen. A: Eine ungefarbte Kontrollprobe, durch die die Autofluoreszenz der Zellen
festgestellt werden kann. B: Messung 24 h nach Bestrahlung. C: Messung 48 h nach
Bestrahlung. D: Messung 72 h nach Bestrahlung.

Unter Anwendung der in Abb.3.2.3 gezeigten Methodik wurden wiederum die LUCY- und
KORA-Zelllinien bzgl. der strahleninduzierten Apoptose gemessen. Bei den LUCY-
Zelllinien (Abb. 3.2.3/1) konnte zwischen den Bestrahlungen mit 4 Gy und 8 Gy kein
Unterschied festgestellt werden, ebenso zwischen den unterschiedlichen Zelllinien. Nach
Bestrahlung mit 12 Gy sind die ermittelten Medianen leicht erhéht gegeniiber den Werten
fur 4 Gy.

Bei Anwendung mit den KORA-Zelllinien, diesmal ohne die 8 Gy-Bestrahlungsdosis,
konnte flir jede der beiden Dosen (4 Gy, 12 Gy) ein Anstieg des Median zwischen 24 h
und 48 h, jedoch ein Abfall nach 72 h festgestellt werden. Zwischen den verschiedenen
Dosen kann kein Unterschied festgestellt werden, ebenso zwischen den unterschiedlichen
Zelllinien.
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Abb. 3.2.3/1: Detektion von Caspasen in LUCY Zelllinien.

Die relative Verschiebung des Median wird fur jede Zelllinie 24 h (dunkle Farben), 48 h
(mittlere Farben) und 72 h (helle Farben) A: nach Bestrahlung mit 4 Gy, B: nach
Bestrahlung mit 8 Gy, C: nach Bestrahlung mit 12 Gy angegeben. In schwarz wird die
Kontrollzelllinie SiMo gezeigt, in blau Zelllinien, fur die anhand der Ergebnisse im
AnnexinV-Assay niedrige Induktion der Apoptose erwartet wird, in rot Zelllinien, fur die
hohe Apoptoseraten erwartet werden. Grau dargestellt ist eine Zelllinie mit erwarteter
durchschnittlicher Apoptoserate. Fur jede der drei Dosen kann ein Anstieg des Median mit
der Zeit beobachtet werden.
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Abb. 3.2.3/2: Detektion von Caspasen in KORA Zelllinien.

Die relative Verschiebung des Median wird fir jede Zelllinie 24 h (dunkle Farben), 48 h
(mittlere Farben) und 72 h (helle Farben) A: nach Bestrahlung mit 4 Gy, B: nach
Bestrahlung mit 8 Gy. In schwarz wird die Kontrollzelllinie SiMo gezeigt, in blau Zelllinien,
fur die anhand der Ergebnisse im AnnexinV-Assay niedrige Induktion der Apoptose
erwartet wird, in rot Zelllinien, fur die hohe Apoptoseraten erwartet werden.
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3.3 Korrelation: Apoptose bei primaren Zellen vs. EBV-Derivaten

Um die fur die Zelllinien erhobenen Daten mit den Daten flr die primdren Zellen aus dem
AnnexinV-Assay zu korrelieren, wurden Diagramme erstellt, in denen jeweils auf der
Abszisse flr jede Probe der Anteil an apoptotischen primdren Zellen im AnnexinV-Assay
aufgetragen wurden. Auf der Ordinate wurden dann entsprechend fir die
korrespondierende Zelllinie der ermittelte Wert der Messung der hypodiploiden
Zellfraktion bzw. der Detektion von Caspasen durch Nachweis eines Caspase-Inhibitors
aufgetragen. In Abb. 3.3 sind exemplarisch die Diagramme flr den Vergleich zwischen
den Ergebnissen flir die Messungen im AnnexinV-Assay in den primaren Lymphozyten
nach einer Behandlung mit 0,4 Gy mit den Ergebnissen der Detektion von Caspasen in
den entsprechenden Zelllinien zum Zeitpunkt 72 h nach Bestrahlung mit einer Dosis von
4 Gy (Abbildung 3.3A) bzw. 12 Gy (3.3B) in den Proben des KORA Kollektivs dargestelit.

y=0,01x + 1,41 y=0,01x + 1,27
R*=0,32 . R*=0,54

Relative Verschiebung des Median bei
der Detektion von Caspasen in LCL

Anteil induzierter Apoptose in den priméren Zellen [%]

Abbildung 3.3: Exemplarischer Vergleich der induzierten Apoptose in primaren
Lymphozyten aus dem KORA-Kollektiv und ihren korrespondierenden Zelllinien.

Auf der Abszisse ist der Anteil induzierter Apoptose in den priméaren Lymphozyten (in
Prozent) nach Bestrahlung mit 0,4 Gy aufgetragen. Die Ordinate reprasentiert die relative
Verschiebung des Median in der Detektion von Caspasen in den korrespondierenden
Zelllinien. Jeder Wert entspricht also einem Probenpaar. Die durchgezogene Linie stellt
jeweils die Trendlinie der Werte dar. Fur diese Gerade kann die Gleichung (y = m-x + t)
bestimmt werden und damit die Steigung m dieser Gerade. AuBBerdem kann das
BestimmtheitsmaR R? der Korrelation sowie die Art der Korrelation ermittelt werden.

A: Auf der Ordinate sind die Werte der Medianverschiebung fur den Zeitpunkt 72 h nach
Bestrahlung mit 4 Gy aufgetragen. Die Steigung der Trendlinie betragt m = 0,01, das
BestimmtheitsmaR R? = 0,32, die Korrelation ist positiv.

B: Auf der Ordinate sind die Werte der Medianverschiebung fur den Zeitpunkt 72 h nach
Bestrahlung mit 12 Gy aufgetragen. Die Steigung der Trendlinie betragt m = 0,01, das
BestimmtheitsmaR R? = 0,54, die Korrelation ist positiv.

Durch die aufgetragenen Werte konnte eine Trendlinie gezogen werden, die durch die
Geradengleichung y = m-x + t beschrieben werden kann. AuBerdem kann fir jeden
Vergleich das BestimmtheitsmaB R? bestimmt werden. Es gibt an, in welchem MaB die
Varianz einer Variablen durch die Varianz einer anderen Variablen bestimmt wird. Ein
BestimmtheitsmaB von R? = 0 bedeutet, dass kein linearer Zusammenhang zwischen
zwei Datensatzen besteht, ein BestimmtheitsmaB von R? = 1 sagt aus, dass ein exakter
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linearer Zusammenhang zwischen zwei Datensatzen besteht, also eine Korrelation von
100%. Ein weiterer wichtiger Parameter flur den Vergleich von zwei Datensatzen ist die
Art der Korrelation. Eine positive Korrelation bedeutet, dass die Zelllinien, die aus
primaren Zellen mit erhdhter strahleninduzierter Apoptose generiert worden sind,
ebenfalls erhéhte Apoptose nach Bestrahlung aufwiesen, wahrend eine negative
Korrelation anzeigt, dass die aus primadren Zellen mit erhdhter strahleninduzierter
Apoptose hergestellten Linien gesenkte Apoptoseraten zeigen.

Der Vergleich zwischen jeweils zwei Parametern, im Beispiel die Anteile induzierter
Apoptose in den primaren Lymphozyten nach Bestrahlung mit 0,4 Gy und die relative
Verschiebung des Median in der Detektion der Caspasen 72 h nach Bestrahlung mit 4 Gy
(Abb. 3.3A) und mit 12 Gy (Abb. 3.3B), wurde fir alle méglichen Parameter-Paarungen
durchgeflihrt, die Werte flir das BestimmtheitsmalB sowie die Art der Korrelation sind flr
die Proben des KORA-Kollektivs in Tabelle 8.3.3 des Anhangs, fur die Proben der LUCY-
Kohorte in Tabelle 8.3.3/1 im Anhang zusammengefasst.

Der statistische Vergleich der Apoptose-Induktion zwischen primdren und abgeleiteten
EBV-immortalisierten Zelllinen ergab keine statistisch signifikante Korrelation. Bezogen
auf das vorliegende Projekt bedeutete dies, dass die von phéanotypisch auffalligen
Primarzellen abgeleiteten EBV-Zelllinen zumindest den komplexen Phdnotyp ,Apoptose"
nach Bestrahlung nicht beibehalten haben. Es waren keine klaren Unterschiede zwischen
den Zelllinien erkennbar. Flr die weitergehende Analyse der molekularen Ursachen der
Strahlenempfindlichkeit bedeutete dies, dass die Analyse von Proteinexpression und -
induktion in den EBV-Zelllinien mdglicherweise - analog zur Situation der Apoptose -
nicht die Situation der priméren, strahlenauffdlligen Zellen widerspiegelt.
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4. Molekulare Funktionsanalysen

4.1 Funktionale Analyse des Arg280His-Polymorphismus in XRCC1

Diese Thematik wurde nach einer beantragten und genehmigten inhaltlichen Anderung
im Jahr 2006 in das Programm des Forschungsprojekts aufgenommen. Das Produkt des
Gens XRCC1 (X-ray repair cross-complementing defective repair in Chinese hamster cells
1) ist einerseits an der Reparatur von DNA-Einzelstrangbriichen beteiligt, die durch
ionisierende Strahlung oder alkylierende Agenzien verursacht werden, andererseits aber
auch an der Basenexzisions-Reparatur. Der Ausgangspunkt fir die funktionelle
Untersuchung dieses single nucleotide polymorphism (SNP) im XRCC1-Gen war eine an
der Universitat Gottingen (Abteilung Genetische Epidemiologie) durchgefiihrte
statistische Analyse von Comet-Assay-Daten, welche am BfS (Fachbereich Strahlenschutz
und Gesundheit) an Zellmaterial von jungen Lungentumor-Patienten (LUCY) gewonnen
worden waren. Bei dieser statistischen Analyse zeigte sich, dass geringe Unterschiede im
DNA-Reparaturverhalten nach Bestrahlung der Lymphozyten mit dem Allelstatus des
SNPs Arg280His korrelieren.

Die beiden eingangs genannten Reparaturfunktionen von XRCC1 wurden daher mit zwei
verschiedenen Assays untersucht. Der Assay zum Nachweis der XRCC1-vermittelten
Reparatur von DNA-Einzelstrangbriichen macht sich die Tatsche zunutze, dass fiir bei
dieser Aktivitdt NAD* erzeugt wird. Es wurde daher die zelluldre Konzentration von NAD*
nach DNA-Schadigung durch Methylmethansulfonat (MMS) bzw. H,0, oder nach
ionisierender Bestrahlung gemessen (Protokoll im Anhang 8.4.1).

Die Anzahl der Zelllinien mit dem Allelstatus Arg/Arg, Arg/His bzw. His/His, die in den
jeweiligen Versuchen zur Quantifizierung des NAD* Gehalts nach Behandlung der Zellen
mit verschiedenen Noxen eingesetzt wurden, ist in Tabelle 4.1 zusammengefasst. In
diesem Versuch wurden ausschlieBlich Zelllinien, die aus Proben des LUCY-Kollektivs
gewonnen wurden, sowie die interne Laborkontrollzelllinie SiMo, die homozygot Trager
des haufigen Allels XRCC1 Arg280 ist, analysiert.

Tabelle 4.1: Anzahl der verwendeten Zelllinien im Versuch zur Quantifizierung des NAD*
Gehalts nach Behandlung mit verschiedenen Noxen unter Angabe des Allelstatus
beziglich XRCC1 Arg280His.

Allelstatus Anzahl der untersuchten Zelllinien nach Behandlung mit
ionisierender H,0, Methylmethansulfonat
Strahlung (Dosis 100 mM) (Dosis 1 mM)
(Dosis 4 Gy)
Arg/Arg 2 2 4
Arg/His 3
His/His 1 0 2

Die Ergebnisse der Quantifizierung des NAD*-Gehalts konnten eine NAD*-Steigerung
nach Behandlung der Zellen mit unterschiedlichen Noxen erfassen (Daten nicht gezeigt).
Insgesamt konnten jedoch keine Unterschiede zwischen den Zelllinien mit
unterschiedlichem Allelstatus von Arg280His festgestellt werden.

Als Alternative zur Untersuchung der Basenexzisions-Reparaturkapazitat von XRCC1
wurde ein Assay etabliert, der sehr viel direkter die DNA-Reparatur — unabhangig von
dem durch viele Variable beinfluBbaren NAD*-Gehalts - misst. Der Assay basiert auf
einem doppelstrangigen DNA-Oligonukleotid, das eine Fehlpaarung (Uracil) aufweist
(Protokoll siehe Anhang 8.4.1/2). Dieses Oligonukleotid wird zu einem Zellextrakt der zu
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untersuchenden Zelllinien gegeben, und flir die Reparatur werden radioaktiv markierte
Nukleotide eingesetzt.

Das Basenexzisions-Reparaturverhalten der unterschiedlichen Zelllinien zeigt, bezogen
auf eine Kontrollzelllinie, ebenso kein eindeutiges Bild, das etwa auf eine
Beeintrachtigung der Basenexzision-Reparatur in Tragern des SNPs Arg280His hinweist
(Daten nicht gezeigt). Mdglicherweise spielen bei der Aktivitat von XRCC1 auch bisher
unbekannte Parameter der Zellen eine Rolle (z.B. die Zellzyklusphase in der sich die
Zellen befinden). Fir die Analyse der Basenexzisions-Reparaturkapazitét wurden
ausschlieBlich fir eine der beiden Varianten homozygote Zelllinien verglichen, da hier der
groBtmogliche Unterschied zu erwarten war. Als Kontrollzelllinien wurden die flir das
haufige Allel homozygoten internen Laborkontrollzelllinien SiMo und DaSa verwendet, bei
den untersuchten Zelllinien handelt es sich um eine Zelllinie aus Proben der LUCY-
Kohorte sowie drei Zelllinien aus Proben des KORA-Kollektivs. Die relativ geringe Anzahl
der Proben resultiert aus dem seltenen Auftreten des SNP Arg280His.

Insgesamt muss gefolgert werden, dass der Vorbefund der Korrelation eines SNP
(Arg280His) im XRCC1-Gen mit veranderter DNA-Reparaturkapazitat im Comet assay auf
molekularer Ebene nicht nachgewiesen werden konnte.
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5. Molekulare Analysen der auffalligen Proben

5.1 Kandidatenproteine flr Strahlenempfindlichkeit

5.1.1. Grundlagen und Methodik

Als Kandidatenproteine flr veranderte Strahlenempfindlichkeit kommen im Wesentlichen
Proteine der DNA-Reparatur und des Apoptose-Signalweges in Frage, sowie weitere
Proteine, flr die in der Fachliteratur (auf Ebene der Proteine oder der jeweiligen Gene)
Veranderungen im Zusammenhang mit Strahlenempfindlichkeit beschrieben wurden. Flr
unsere Studie wurden die Proteine p53, NBS1, Topol, XRCC1, XRCC3, PALB-2, Cdc45,
BRCA1, WRN, Chk1l zur weiteren Analyse ausgewahlt.

5.1.2. Das p53-Protein

Das p53 Tumorsuppressor-Protein ist wesentlich bei der strahleninduzierten Apoptose
beteiligt (Ohnishi T., The role of the p53 molecule in cancer therapies with radiation
and/or hyperthermia. J Cancer Res Ther. 2005 Jul-Sep;1(3):147-50. Review) Mehrere
Stress-induzierte Signalketten minden in die Regulation von p53 als zentralen
Bestandteil der Stressantwort ein, weshalb die Regulation von p53 einen ,gemeinsamen
Nenner" der Strahlenantwort darstellen kdnnte, von dem aus z.B. Apoptose-Signale und
Zellzyklus-Signale weitergeleitet werden.

Nach Bestrahlung wird eine Stabilisierung des p53 durch Phosphorylierung induziert, was
in Western-Blot-Analysen als Anstieg der Gesamt-Proteinmenge (Induktion) sichtbar
wird. Alternativ wurde das phosphorylierte p53 mittels eines phospho-spezifischen
Antikorpers detektiert (Daten nicht gezeigt).
In entsprechenden Vorversuchen
konnte eine gute Induktion der
Gesamtproteinmenge 2 - 6h nach
2 4 6h nach Bestrahlung Bestrahlung mit 4 Gy gefunden
werden. Links ist ein typisches
Experiment mit der Kontrollzelllinie
BAB626 dargestellt, in welchem die
64 - Induktion des Gesamt-p53-Proteins der
e s Expression des Haushaltsproteins Actin
- als interner Standard - gegenilber-
50 " sl — Actin gestellt ist. Die Verwendung eines
phospho-spezifischen p53-Antikdrpers
brachte keine verbesserten oder
veranderten p53-Induktionsergebnisse
(Daten nicht gezeigt), weshalb im
weiteren die kostenglinstigere Messung
der Gesamtproteinmenge von p53
durchgefiihrt wurde.
Abb. 5.1.2: Induktion des p53-Proteins nach Bestrahlung, Detektion im Western Blot:
Gesamtzellextrakte von 10° Zellen der BALB626-Zellinie wurden pro Spur aufgetragen
und mit p53- und p-Actin-spezifischen Antikdrpern die entsprechenden Proteine
detektiert.

0 Gy 4 Gy Dosis
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Die p53-Banden der Western blots wurden nach einscannen quantifiziert (siehe Anhang
8.5.1.2), um einen Vergleich der p53-Induktionshéhe und -Kinetik zwischen den
verschiedenen Zelllinien zu ermdglichen. In der Abbildung 5.1.2/1 sind die p53-
Induktionsdaten verschiedener exemplarischer KORA-Zelllinien in Abh&ngigkeit vom
Apoptoseverhaten der jeweiligen Primarzelllinie dargestellt. Im Diagramm sind die
Experimente einer exemplarischen Versuchsreihe vergleichend gegentber gestellt.
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Unter den Proben mit hoher Apoptose war die Probe mit der héchsten p53-Induktion (Ep
59, nach 6h), in den Proben mit geringer Apoptose die 2 Proben mit der geringsten p53-
Induktion (K85, K113) zu finden. Proben mit mittlerer Apoptoseinduktion zeigten
intermediare p53-Induktion. In den Gruppen mit extremen Apptosewerten zeigten sich
also auch die Proben mit extremen p53-Induktionswerten. Diese Korrelation war aber
nicht konsistent in den einzelnen Gruppen gegeben. AuBerdem hat sich in
Wiederholungen der Versuchsreihe die Quantifizierung der p53-Induktion als nur maBig
reproduzierbar erwiesen.

Die Ergebnisse legen daher insgesamt nahe, dass keine eindeutige Korrelation zwischen
p53-Induktion und Apoptoseverhalten vorhanden war. Wiederholungen der Experimente,
auch mit frischen Zelllysaten, zeigten prinzipiell gleiche p53-Induktionsmuster, aber
unterschiedliche p53-Induktionshéhen, weshalb eine generelle Aussage zur p53-
Induktion und dem damit evtl. gekoppelten Apoptoseverhalten nicht mdéglich war.

Apoptosis: High Intermediate Low
12 4
10 +
[92]
s g L
©
c )
2
S 61
=)
© -
£
o 4 ]
e
§ Jh
0 i
Ep 59 Epk 73 | Epk 80 K 79 K 23 K 85 K 83 K 113
m 0 Gy m4 Gy (after 2h) @ 4 Gy (after 4h) O 4 Gy (after 6h)

Abbildung 5.1.2/1: Induktion des p53-Proteingehalts nach Bestrahlung in KORA-Proben:
Vergleich der Induktionen mit dem zelluldren Apoptoseverhalten

Gesamtzellextrakte von 10° Zellen der entsprechenden KORA-Zellinie wurden pro Spur
aufgetragen und mit p53- und p-Actin-spezifischen Antikdrpern die entsprechenden
Proteine detektiert. Nach Quantifizierung der p53-Signale, normiert auf die
entsprechenden Aktin-Kontrollen, wurde der Induktionsfaktor bestimmt und in Gruppen
mit unterschiedlichem Apoptoseverhalten der korrespondierenden primaren Zellen
aufgetragen.

Die entsprechenden Experimente erbrachten bei den LUCY-Zelllinien prinzipiell dasselbe
Ergebnis: Die Induktion des p53-Proteins konnte nach Bestrahlung immer sauber
detektiert werden. Die Induktionshéhe und -kinetik korrelierte jedoch nicht eindeutig mit
der zelluldaren Sensitivitat der korrespondierenden primaren Zellen. Diese molekulare
Tatsache entspricht den in Kapitel 3.2 und 3.3 gezeigten zellularen Daten, die nahe
legen, dass das Apoptoseverhalten der EBV-immortalisierten Zellen keine signifikanten
und reproduzierbaren Unterschiede zeigt.
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Daruber hinaus entspricht das Apoptoseverhalten der EBV-immortalisierten Derivate
nicht mehr dem Verhalten der primaren Ausgangszellen. Daher muss davon ausgegangen
werden, dass die p53-Induktion als molekulare Strahlenreaktion in den EBV-Zelllinien
kein zuverlassiger Parameter der zelluldren Strahlenreaktion der korrespondierenden
primaren Zellen darstellt.

5.1.3. Das Nbs1-Protein (,Nibrin“)

Patienten des Nijmegen Breakage-Syndroms (NBS) sind u.a. charakterisiert durch stark
erhdhte Strahlenempfindlichkeit und ein erhdhtes Krebsrisiko. Das zugrunde liegende
Nbs1-Protein, Nibrin, lagert sich - zusammen mit dem Atm-Protein - sehr schnell an
DNA-Schaden an und wird als sehr U(bergeordnetes, frihes Protein der DNA-
Schadensantwort angesehen (Kondratenko I, Paschenko O, Polyakov A, Bologov A.
Nijmegen breakage syndrome. Adv Exp Med Biol. 2007;601:61-7.Review). Insbesondere
soll seine Aktivitat Uber das Einschlagen verschiedener DNA-Reparaturwege entscheiden.
Neuere Untersuchungen haben dariber hinaus gezeigt, dass es in Apoptosesignalwegen
eine Rolle spielt.

Die Western-Analysen der immortalisierten Zelllinien mit einem Nbs1-Antikérper haben
ergeben, dass Nbsl - wie auch in primaren Zellen - sehr schwach exprimiert erscheint.
Eine Regulation nach Bestrahlung (Abb.5.1.3) konnte nicht gefunden werden. Unter
Verwendung der verschiedenen Zellextrakte konnte in der Regel kein gut
quantifizierbarer Western Blot erstellt werden, der Aussagen zu reduzierter Nbs1-
Proteinmenge erlaubt. Es konnte in den getesteten Zellextrakten kein ungewdhnliches
Spaltprodukt des Nbsl-Proteins detektiert werden, was auf eine Mutation oder den
spezifischen Abbau des Proteins schlieBen lieBe (nicht gezeigt). Dies korreliert mit der
Tatsache, dass keine Veranderungen der NBS1-Sequenz in den Zelllinien gefunden
wurden.

0 Gy 4 Gy Dosis
2 4 6h nach Bestrahlung
g = TN SR S sl — NBS1
64 =
50~
g -'v* — Actin

Abbildung 5.1.3 Detektion von Nibrin in immortalisierten Kontrollzellen
Gesamtzellextrakte von 10° Zellen der immortalisierten Standardkontrolle wurden pro
Spur aufgetragen und mit NBS1- und g-Actin-spezifischen Antikoérpern die
entsprechenden Proteine detektiert.
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5.1.4 Topoisomerase I

Die DNA-Topoisomerase I ist an wesentlichen Prozessen des DNA-Metabolismus als
essentielles Protein beteiligt, so z.B. an der Transkription und DNA-Replikation. Das
transiente, kovalente Binden der Topoisomerase I an die DNA wurde als Mechanismus bei
der (stress-induzierten) Apoptose beschrieben (Rockstroh A, Kleinert A, Kramer M,
Grosse F, Sge K. Cellular stress triggers the human topoisomerase I damage response
independently of DNA damage in a p53 controlled manner. Oncogene. 2007 Jan
4;26(1):123-31. Epub 2006 Jun 26).

Die Untersuchung der Topol-Mengen in den Zelllinien erbrachte fiir die KORA-Zelllinie
K69 =zunachst eine drastisch reduzierte Proteinmenge (Abb. 5.1.4). Gleichzeitig
replizierten die entsprechenden Zellen auBerordentlich schlecht, was mit der essentiellen
Rolle von Topol und dem beschriebenen Phdnotyp Typl-Topoisomerase-defekter
eukaryotischer Zellen im Einklang steht.

In weiteren Kontrollexperimenten wurde anhand der Actin-Kontrollen eine reduzierte
Extraktmenge dieses Zell-Lysats als Ursache angesehen. Da die Zellen nicht weiter
replizierten, mussten neue Extrakte aus einem neu aufgetauten Zell-Batch isoliert
werden, welches dann besser replizierte und ein - wenn auch reduziertes — TopoI-Signal
im Western blot ergab. AbschlieBend ist nicht véllig geklart, ob hier eine Mutation der
Topol in einem batch vorlag, welche mit reduzierter Proliferationskapazitat der Zellen
einhergeht. Bezogen auf das vorliegende Gesamtprojekt wirde eine (mdgliche)
Topoisomerasel-Defizienz mit reduzierter Apoptose einhergehen. Veranderte (zB
trunkierte) DNA-Topoisomerasel-Proteine wurden nicht entdeckt.
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Abb. 5.1.4: Topoisomerasel-Detektion in KORA-Zelllinien

Gesamtzellextrakte von 10° Zellen der immortalisierten KORA-Zellinien wurden pro Spur
aufgetragen und mit Topoisomerasel- und S-Actin-spezifischen Antikoérpern die
entsprechenden Proteine detektiert. Die Apoptoseinduktion der entsprechenden priméaren
Zellen ist angezeigt. Die deutlich reduzierte Topoisomerasel-Menge in der schlecht
replizierenden K69-Zellinie war nicht zufriedenstellen reproduzierbar.

Eine Gegenuberstellung der Topol-Proteinmengen mit dem Apoptoseverhalten der LUCY-
Zellen ist in Abb. 5.1.4/1 gezeigt. Basierend auf den Actin-Kontrollen und wiederholten
Experimenten waren hier keine Auffdlligkeiten in der Expressionsstarke oder in der GroBe
des Proteins (Bandenmuster) erkennbar. Lediglich die LUCY-Zellinie 4047 war aufféllig
und zeigte eine auBergewdhnlich hohe Topol-Expression.
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Abb. 5.1.4/1: Topoisomerasel-Detektion in LUCY-Zelllinien

Gesamtzellextrakte von 10° Zellen der immortalisierten LUCY-Zellinien wurden pro Spur
aufgetragen und mit Topoisomerasel- und g-Actin-spezifischen Antikoérpern die
entsprechenden Proteine detektiert. Die Apoptoseinduktion der entsprechenden priméren
Zellen ist angezeigt.

5.1.5. XRCC1

Wie bereits in Abschnitt 4.1 beschrieben, ist das Xrccl-Protein an der Reparatur von
(strahleninduzierten) DNA-Einzelstrangbriichen beteiligt (Thacker ], Zdzienicka MZ. The
XRCC genes: expanding roles in DNA double-strand break repair. DNA Repair (Amst).
2004 Aug-Sep;3(8-9):1081-90. Review). Eine Analyse des Xrccl-Proteins in den
Extrakten der immortalisierten Zellen war durch die geringe Qualitdat des verwendeten
Antikoérpers erschwert. Die relevante Proteinbande mit der GréBe von 70 kDa war von
einer Bande hdheren Molekulargewichts sowie mehreren kleineren Banden begleitet
(Abb. 5.1.5). Die Analyse der Extrakte mehrerer KORA-Zelllinien erbrachte keine
Auffalligkeiten der Xrccl-Bande, die mit dem Apoptoseverhalten der Zellen korrelierte.
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Abb. 5.1.5: Detektion des Xrccl-Proteins in KORA-Zelllinien

Gesamtzellextrakte von 10° Zellen der immortalisierten KORA-Zellinien wurden pro Spur
aufgetragen und mit Xrccl- und g-Actin-spezifischen Antikdrpern die entsprechenden
Proteine detektiert.
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Allerdings war das Fehlen der Xrccl-Bande(n) in K69 auffdllig, die auch trotz leicht
reduzierter Proteinmenge (siehe Actin-Ladekontrolle) zumindest deutlich reduziert
erscheint. In Sequenzanalysen geht dies mit einem heterozygoten SNP in XRCC1 einher
(siehe Kapitel 5.2.9). Basierend auf der schlechten Qualitat des verwendeten Antikérpers
erscheint eine abschlieBende Aussage zur Xrccl-Expression in K69 verfriht.

Auch in den Extrakten der LUCY-Zellen konnte keine Korrelation mit deren
Apoptoseverhalten aufgedeckt werden (Abb. 5.1.5/1).
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Abb. 5.1.5/1: Detektion des Xrccl-Proteins in LUCY-Zelllinien

Gesamtzellextrakte von 10° Zellen der immortalisierten LUCY-Zellinien wurden pro Spur
aufgetragen und mit Xrccl- und p-Actin-spezifischen Antikdrpern die entsprechenden
Proteine detektiert.

5.1.6. PALB-2

Wie im Abschnitt 5.2.7 beschrieben, ist das PALB-2-Protein an der Regulation der DNA-
Reparatur beteiligt (Wang W. Emergence of a DNA-damage response network consisting
of Fanconi anaemia and BRCA proteins. Nat Rev Genet. 2007 Oct;8(10):735-48. Epub
2007 Sep 4. Review). Die relevante Proteinbande mit der GréBe von 140 kDa (Abb.
5.1.5) war von mehreren Banden geringeren Molekulargewichts begleitet (nicht gezeigt).
Es konnte in den KORA- und LUCY-Zelllinien keine Defizienz in PALB2-detektiert werden.
Auffallig mag lediglich sein, dass die LUCY-Zelllinie (4047) mit einer homozygoten PALB2-
Mutation (Abschnitt 5.2.7) sich durch recht hohe Expression auszeichnet.
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Abb. 5.1.6: Detektion des PALB-2-Proteins in KORA-Zelllinien

Gesamtzellextrakte von 10° Zellen der immortalisierten LUCY-Zellinien wurden pro Spur
aufgetragen und mit Palb2- und S-Actin-spezifischen Antikérpern die entsprechenden
Proteine detektiert.
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5.1.7. Cdc45

Das Cdc45-Protein kann als Schlisselkomponente der Zellzyklusregulation an der
Auspragung der Apoptose und der Krebsentstehung beteiligt sein (Pollok S, Stoepel J,
Bauerschmidt C, Kremmer E, Nasheuer HP. Regulation of eukaryotic DNA replication at
the initiation step. Biochem Soc Trans. 2003 Feb;31(Pt 1):266-9. Review). In
Pilotexperimenten wurde dieses Protein in den Extrakten der immortalisierten Zelllinien
getestet. Es zeigte sich, dass der verwendete Antikérper eine sehr gute Spezifitat aufwies
(Abbildung 5.1.7), in den LUCY-Zelllinien (s.u., exemplarisch) und den KORA-Zelllinien
(nicht gezeigt) jedoch keine Auffalligkeiten erbrachte.
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Abb. 5.1.7: Detektion des Cdc45-Proteins in LUCY-Zelllinien

Gesamtzellextrakte von 10° Zellen der immortalisierten LUCY-Zellinien wurden pro Spur
aufgetragen und mit Palb2- und g-Actin-spezifischen Antikérpern die entsprechenden
Proteine detektiert.

5.1.8. Chk1

Das Chk1-Protein ist als direktes Zielprotein Atm/Nbs-abhangiger Signalkaskaden an der
Regulation der Strahlenantwort beteiligt (Chen Y, Poon RY. The multiple checkpoint
functions of CHK1 and CHK2 in maintenance of genome stability. Front Biosci. 2008 May
1;13:5016-29. Review). In Pilotexperimenten wurde dieses Protein in den Extrakten der
immortalisierten Zelllinien getestet. Es zeigte sich, dass der verwendete phospho-
spezifische Antikdrper eine sehr gute Spezifitat aufwies (Abbildung 5.1.8).

Chk1 wird im Rahmen der Strahlenantwort phosphoryliert, was als entsprechende, leichte
Zunahme des phospho-Chkl in 5.1.8 sichtbar wird. Es konnte in den LUCY-Zellinien
(s.u., exemplarisch) und den KORA-Zellinien (nicht gezeigt) jedoch keine Auffalligkeiten
bzgl. des Chk1-Proteins gefunden werden.
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Abb. 5.1.8: Detektion des phosphorylierten Chk1-Proteins in LUCY-Zelllinie 8027
Gesamtzellextrakte von 10° Zellen der immortalisierten LUCY-Zellinie 8027 wurden pro
Spur aufgetragen und mit einem phospho-spezifischen Chk1-Antikdrper und g-Actin-
spezifischen Antikdérpern die entsprechenden Proteine detektiert.
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5.1.9. WRN

Die Werner—Helikase ist an rekombinativen Reparaturprozessen beteiligt (Ouyang K1J,
Woo LL, Ellis NA. Homologous recombination and maintenance of genome integrity:
cancer and aging through the prism of human RecQ helicases. Mech Ageing Dev. 2008
Jul-Aug;129(7-8):425-40. Epub 2008 Mar 15. Review). Das Wrn-Protein war in den
Zelllinien gut nachweisbar (Abb. 5.1.9). Interessanterweise zeigt die KORA-Zelllinie
Epk69 eine reduziere WRN-Proteinmenge. Diese Zelllinie tréagt — als einzige - eine neue,
homozygote Mutation im WRN-Gen. Mdéglicherweise tragt diese Mutation zu einer
Destabilisierung des WRN-Proteins und damit zur reduzierten Proteinmenge bei.

Eine andere Zelllinie, K69, zeigte bereits eine reduzierte Topoisomerasel-Menge (Wrn
interagiert direkt mit Topol), was jedoch in einer erneuten Extraktaufbereitung nicht
mehr bestatigt werden konnte. Auch bzgl. des Wrn-Proteins fallt diese Zellinie auf, was
jedoch im 2. Extrakt (ii) relativiert wird.

Die Zellinie 8042 tragt 3 neue unbekannte WRN-Mutationen (siehe Kapitel 5.2.5), Auf
Proteinebene scheint dies nicht zu einer Destabiliserung oder Fragmentierung des
Proteins zu flihren, die Gesamtproteinmenge ist unauffallig.
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Abb. 5.1.9: Detektion des WRN-Proteins in LUCY-Zelllinien

Gesamtzellextrakte von 10° Zellen der immortalisierten LUCY-Zellinien wurden pro Spur
aufgetragen und mit einem phospho-spezifischen WRN-Antikdrper und g-Actin-
spezifischen Antikdrpern die entsprechenden Proteine detektiert. Die Actin-Ladekontrolle
ist hier nicht dargestelit.

5.1.10. Interpretation

Die Analyse von Kandidaten-Proteinen der Strahlenempfindlichkeit hat nur wenige
Aussagen zu moglichen Defizienzen in einzelnen Zelllinien ergeben. Die Analysen waren
allerdings dadurch erschwert, dass in vielen Fallen die experimentellen Ergebnisse schwer
interpretierbar waren. Wiederholungsexperimente verdeutlichten die unbefriedigende
Reproduzierbarkeit der semi-quantitativen Darstellung der oft schwach exprimierten
Proteine. Diese Tatsachen grinden im wesentlichen auf mehreren methodischen
Problemen, so z.B. i) der ungenltgenden Spezifitat vieler Antikdrper, ii) der Schwierigkeit
der Standardisierung von Western blots, iii) der Schwierigkeit, von vielen verschiedenen
Proben gleiche Proteinmengen aufzutragen, iv) der hohen Fehleranfalligkeit von
Quantifizierungen. Kompliziert wurden diese Analysen weiterhin dadurch, dass die EBV-
immortalisierten Zellinien in einigen Fallen unterschiedliche Proliferationsvermégen im
Laufe der Kultivierung zeigten, was sich wiederum auf die Expression mancher Proteine
direkt auswirkt.

Zusammenfassend muss gesagt werden, daB die hier gezeigten Auffadlligkeiten in der
Proteinexpression durch weitere Experimente statistisch untermauert werden missen.
Andere Experimente im Rahmen diese Projekts, die mit Antikbrpern gegen BRCA-1, ATM,
FancM und PARP durchgefiihrt wurden, wurden aufgrund fehlender Auffadlligkeiten und
schwacher Reproduzierbarkeit hier nicht vorgestellt und erldutert. Insgesamt betrachtet
erscheint der Aufwand der Proteinanalysen unverhdltnismaBig hoch zum potentiellen
Ertrag der Ergebnisse, zumindest in dem hier vorliegenden Design der Studie.
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5.2 Kandidatengene flr Strahlenempfindlichkeit
5.2.1 Grundlagen und Methodik

Als Alternative zur Analyse von Proteinverdanderungen in den auffalligen Proben wurden
Kandidatengene der Strahlenempfindlichkeit auf DNA-Veranderungen (Mutationen)
untersucht. Im Unterschied zur Proteinanalyse sollte dieser Ansatz prinzipiell unabhangig
von verandernden Einflissen der EBV-Immortalisierung sein. Die DNA-Sequenz, welche
aus den cDNAs der EBV-immortalisierten Zellen gewonnen wird, sollte prinzipiell die
Sequenz der primaren Zellen widerspiegeln.

Die Strategie der DNA-Analyse sah vor, cDNA-Pools der einzelnen Zellproben zu
sequenzieren. Bei diesem Ansatz bleiben intronische Sequenzen der genomischen DNA
unberlicksichtigt, es werden lediglich die kodierenden Sequenzen der Gene analysiert.
Die Sequenzierungen von PCR-amplifizierten Pools der cDNAs minimiert die
Wahrscheinlichkeit, potentielle Fehler der ersten Schritte in der Generierung der cDNAs,
namlich wahrend der Umschreibung von mRNA zu cDNA und der ersten Amplifikation, als
Sequenzdaten zu erfassen. Ein allgemeines Protokoll der Sequenzierung ist im Anhang
(8.5.2) zu finden.

Die gewahlte Sequenzierstrategie richtet sich primar nach der Erfassung seltener
Mutationen, SNPs, usw. Da keine Einzelklone der amplifizierten cDNAs sequenziert
wurden, ergibt die Sequenzierung also eine Aussage Uber die Konsensus-Sequenz
potentiell unterschiedlicher Einzelklone. Ereignisse wie das Auftreten unterschiedlicher
cDNA-Spezies eines Gens, z.B durch alternatives SpleiBen, kénnen daher in der Regel
nicht erfasst werden.

Die Sequenzierung von Kandidatengenen kann im vorgelegten Projekt natirlich nur
punktuell bestimmte Gene erfassen, deren Funktion bekanntermaBen die
Strahlenempfindlichkeit beeinflussen, oder die im Rahmen groBerer SNP-Analysen mit
Strahlenempfindlichkeit korrelierten. Eine Liste der ausgewdhlten Gene, deren
Referenzsequenz und grobe Charakterisierung ist in Tabelle 5.2 dargestellt.

Tabelle 5.2 Liste der zur Sequenzierung ausgewahlten Gene

Gen Accession # cDNA (bp) Anzahl Genfunktion
Codons
ATM NM_000051 9171 3057 DNA-Schadensantwort
NBS-1 NM_001024688 2019 673 DNA-Schadensantwort
BLM NM_000057 4254 1418 DNA-Reparatur (Helikase)
WRN NM_000553 4299 1433 DNA-Reparatur (Helikase)
p53 NM_000546 1182 394 DNA-Reparatur,
Tumorigenese
PALB-2 NM_024675 3561 1187 BRCA-Interaktion;
Tumorigenese
TGFB-1 NM_000660 1173 391 Wachstumsfaktor
XRCC-1 NM_006297 1902 634 Basen-Exzisionsreparatur
XRCC-3 NM_005432 1041 347 DNA-Reparatur
0GG-1 NM_016821 1275 425 DNA-Reparatur
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5.2.2 ATM (Ataxia telangiectasia)

Das Atm-Protein stellt- zusammen mit dem Nbs-Protein (Nibrin) - eine sehr frihe
Komponente in der Erkennung und Prozessierung von strahleninduzierten DNA-Schaden
dar (Lavin MF. ATM and the Mrell complex combine to recognize and signal DNA double-
strand breaks. Oncogene. 2007 Dec 10;26(56):7749-58. Review). Die von Atm/Nibrin
gesteuerten Signalketten regulieren unterschiedliche zellulare DNA-Schadensantworten
wie DNA-Reparatur, Apoptose, Zellzyklusregulation. Der Ausfall oder die Fehlfunktion
eines der Proteine fiihrt zu drastischer Strahlenempfindlichkeit, genomischer Instabilitdt,
erhéhter Tumorinzidenz und weiteren klinischen Befunden in seltenen Patienten mit
genetischer ATM- oder NBS1-Defizienz.

Tabelle 5.2.2: Veranderungen der ATM-Gensequenz in den immortalisierten Zelllinien

Mutationen
Basenaustausch | Aminosdureaustausch Zellen/ Zelllinien | bekannte SNPs
GGA zu AGA Gly (G) zu Arg (R) K79 heterozygot
TGT zu TTT Cys (C) zu Phe (F) L4047 homozygot
AAA zu AAC Lys (K) zu Asn (N) Epk69 heterozygot
TIT zu TTC Phe (F) silent Ep59 heterozygot rs1800055
ACT zu ACC silent Thr (T) K0815
AAG zu AAA silent Lys (K) K0815 Homozygot
CTT zu CCT Leu (L) zu Pro (P) K0815 homozygot
TAT zu TGT Tyr (Y) zu Cys (C) Epk73 heterozygot | liegt im SNP
12788418
CTTzuTTT Leu (L) zu Phe (F) L29019 homozygot | rs1800058
AAA zu AGA Lys (K) zu Arg (R) K0815 heterozygot
GAT Asp (D)
a) zu GTT a) zu Val (V) Ep 60, P111, P112 | a) rs1801673
heterozygot
b) zu AAT b) zu Asn (N) Epk 73, KORA 23, b) rs1801516
KORA 69, L29012
heterozygot
CAC zu CAT His (H) silent hetero: L29011,
L29012, L29019
GGA zu AGA Gly (G) zu Arg (R) Reg002 rs11212587
heterozygot
GTC zu ATC Val (V) zu Ile (I) KORA 69, rs 1800060
heterozygot
ACT zu AGT Thr (T) zu Ser (S) L29019
heterozygot
TGGTTAG GCTCG | Ubergang Exon 6/ 7 L29019 Durch
heterozygot diff. Splicing ?
Ubergang Exon 27 / 28 Epk69 Diff. Splicing?
heterozygote Es fehlt Exon 27 ?

Wie in Tabelle 5.2.2 ersichtlich, wurden 16 verschiedene Nukleotidveranderungen im
ATM-Gen gefunden, von denen nur 6 bereits bekannte SNPs darstellen. Bei den restlichen
10 Veranderungen handelt es sich also um neue Mutationen, die als solche noch nicht
beschrieben wurden. Da sie nur in jeweils einer Zelllinie auftreten und bisher nicht
beschrieben wurden, liegt die Vermutung nahe, dass es sich um individuelle (,private™)
Mutationen, nicht um SNPs handelt. 5 der neuen Mutationen haben Aminosaure-
Veranderungen zur Konsequenz, kdnnen also funktionell relevant sein. 2 davon liegen
sogar homozygot vor.

Nur 4 der insgesamt gefundenen Mutationen stellen ,stille® Mutationen dar, die also keine
Veranderung der kodierten Aminosdure bewirken. Interessanterweise wurden auch
heterozygote Veranderungen der exonischen Anordnung der ATM-cDNAs (zwischen Exon
6 und 7; Exon 26 und 27) als heterozygote Sequenzen gefunden. Diese sollte auf
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unterschiedlichen ATM-cDNA beruhen, die durch differentielles SpleiBen entstanden sind.
Beide potentiellen SpleiB-Isoformen sind bisher nicht beschrieben.

Betrachtet man die ATM-Mutationen in den Zellen, die als strahlenauffallig ausgewahlt
worden waren, so ergibt sich, dass die 2 bekannten SNPs mit mehrfachem Auftreten in
den Zelllinien zufédllig verteilt scheinen, also keine Korrelation mit der
Strahlenempfindlichkeit der korrespondierenden Primarzellen auftritt.

Die neue, homozygote Mutation der LUCY-Zelllinie 4047 stammt aus primaren Zellen mit
hoher Apoptoseinduktion. Die anderen neuen Mutationen stammen aus Zellen mit
niedriger (Thr zu Ser in L29019), mittlerer (Gly zu Arg in K79; Lys zu Asn in EpK69) und
hoher (Tyr zu Cys in EpK73) Apoptoseinduktion der jeweiligen primaren Zellen.

5.2.3 NBS1 (Nijmegen Breakage Syndrom)

Das NBS1-Gen bzw. Nibrin wurde in seiner Funktion bereits zusammen mit dem ATM-Gen
vorgestellt. In der Tabelle 5.2.3 sind die Mutationen des NBS1-Gens gezeigt, welche in
den Zelllinien gefunden worden waren. Erstaunlicherweise sind im NBS1-Gen insgesamt
sehr wenige genetische Veranderungen und keinerlei neue Mutationen/SNPs gefunden
worden. Lediglich ein bereits bekannter SNP wurde in sehr vielen Zelllinien detektiert, der
fir einen Aminosaureaustausch kodiert. Als Kontrolle sind hier zusatzlich die 2 Zelllinien
P111 und P112 dargestellt, welche als obligate Trager der NBS1-Griindermutation zur
Etablierung und internen Kontrolle der Sequenzierstrategie mitgeflihrt worden waren.

Tabelle 5.2.3: Veranderungen der NBS1-Genseguenz in den immortalisierten Zelllinien

Mutationen

Basenaustausch | Aminosaureaustausch | Zellen/ bekannte SNPs
Zelllinien

GAG zu CAG Glu (E) zu GIn (Q) homozygot CAG: rs1805794
K0815, Epk69,
K113, K83

heterozygot
K85, K79, K23,
K107, Reg002,
L8042, L29012,
normal GAG:
Epk80, Epk73,
Ep59, Ep60, K89,
K69, L8027,
L4047, L29031,
L29019, L29011,

L12018
CAA zu CTA 138 GIn (Q) zu Leu (L) P 111 hterozygot Grindermutation
137, 138, 139 657del5, Exon 6
A CAA A del. P 112 homozygot

Betrachtet man die Verteilung des entdeckten SNPs in Abhangigkeit der
Strahlenempfindlichkeit der korrespondierenden primaren Zellen, so zeigt sich, dass in
der KORA-Kohorte sowohl die homozygoten als auch die heterozygoten SNP-Trager von
primaren Zellen mit mittlerer oder niedriger Apoptose stammen. Keiner der 7 Falle
stammt aus einer primaren KORA-Zelllinie mit hoher Apoptoseinduktion. Es scheint also,
zumindest in diesem kleinen KORA-Kollektiv, eine Korrelation des SNP mit mittlerer oder
geringer Apoptoseinduktion (geringe Strahlenempfindlichkeit) vorzuliegen.

In der LUCY-Kohorte sind 3 Zelllinien betroffen, deren primare Zellen hohe, mittlere und

niedrige Apoptoseinduktion aufweisen. In diesem Kollektiv tritt also, im Unterschied zum
KORA-Kollektiv, keine Korrelation des SNP mit Strahlenempfindlichkeit auf.
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5.2.4 BLM (Blooms Syndrom)

Das BLM-Gen kodiert eine Helikase, die zusammen mit TypI-Topoisomerasen an
rekombinativen Vorgangen der DNA-Reparatur beteiligt ist (Ouyang KJ, Woo LL, Ellis NA.
Homologous recombination and maintenance of genome integrity: cancer and aging
through the prism of human RecQ helicases. Mech Ageing Dev. 2008 Jul-Aug;129(7-
8):425-40. Epub 2008 Mar 15. Review). Patienten mit BLM-Defekten sind (leicht)
Uberempfindlich gegeniber DNA-schadigenden Agenzien und zeigen genomische
Instabilitat. Die BLM-Helikase wie auch die Sequenz- und funktions-verwandte WRN-
Helikase wirken dariber hinaus in vielfaltigen Aspekten des zelluldaren DNA-
Metabolismus.

In Tabelle 5.2.4 sind die gefundenen Mutationen zusammengefasst. Auffallig ist hier,
dass ausschlieBlich bereits bekannte SNPs gefunden wurden, die dariber hinaus alle im
heterozygoten Zustand auftreten. 3 der SNPs sind stille Mutationen und flihren nicht zu
Aminosaure-Veranderungen.

Tabelle 5.2.4: Veranderungen der BLM-Gensequenz in den immortalisierten Zelllinien

Mutationen

Basenaustausch | Aminosaureaustausch | Zellen/ Zelllinien | bekannte SNPs

CCT zu CTT Pro (P) zu Leu (L) K23, K83 (alle rs11852361
heterozygot)
ACG zu ACA silent Thr (T) Epk69, Epk73, rs2227933

Epk80, K83, K85,
L29031, L4047.
L8027 (alle
heterozygot)

GCC zu GCA silent Ala (A) Epk69, Epk73, rs2227934
Epk80, K83, K85,
L29031, L4047,
L8027 (alle
heterozygot)

CTC zu CTT silent Leu (L) Epk73, Epk80, rs1063147
K83, K85, L12018,
L8027 (alle
heterozygot)

GTA zu ATA Val (V) zu Ile (I) L29012, Ep60 (alle | rs7167216
heterozygot)

Betrachtet man die Verteilung des entdeckten SNPs in Abhangigkeit der
Strahlenempfindlichkeit der korrespondierenden primaren Zellen, so zeigt sich dass diese
mehr oder weniger zufallsgemaB Uber alle betroffenen Zelllinien verteilt sind. Eine
Korrelation mit der Strahlenempfindlichkeit der jeweiligen primaren Zellen ist nicht
ersichtlich.
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5.2.5 WRN (Werner Syndrom)

Das WRN-Gen kodiert ebenfalls fiir eine Helikase, seine Funktion wurde zusammen mit
dem BLM-Gen dargestellt.

In Tabelle 5.2.5 sind die gefundenen Mutationen zusammengefasst. Es wurden 6 bereits
bekante SNPs in mehreren Zelllinien gefunden. Dariber hinaus wurden 5 neue
Mutationen entdeckt, die jeweils nur in einer Zelllinie auftraten, wahrscheinlich also als
Jprivate® Mutation der jeweiligen Individuen zu werten sind. Alle neuen Mutationen
fihren zu Veranderungen einer Aminosdure und kdnnten daher funktionell relevant sein.

Betrachtet man die Verteilung der 5 neuen Mutationen, so fédllt auf, dass 3 davon in
Lungentumorzelllinien mit hoher Apoptoseinduktion der jeweiligen Primarzellen auftraten.
Eine neue Mutation trat im homozygoten Zustand in einer Zelllinie mit mittlerer
Apoptoseinduktion der Primdrzellen auf. Die bekannten SNPs waren mehr oder weniger
zufallig in den verschiedenen Apoptosekategorien verteilt. Eine Korrelation der SNPs mit
Strahlenempfindlichkeit erscheint unwahrscheinlich.

Tabelle 5.2.5: Veranderungen der WRN-Gensequenz in den immortalisierten Zelllinien

Mutationen

Basenaustausch | Aminosaureaustausch | Zellen/ Zelllinien | bekannte SNPs

GTT zu ATT Val (V) zu Ile (I) K107 heterozygot rs2230009
TGT zu TGC silent Cys (C) K23, K85, K107, rs1800389
K79, L29012,
L29019, L29031,
Reg002
heterozygot
K69, L8042
homozygot
AAA zu AGA Lys (K) zu Arg (R) L29019
heterozygot
AGA zu ATA Arg (R) zu Ile (I) Epk69 homozygot
GAT zu AAT Asp (D) zu Asn (N) L8042 heterozygot
TTC zu CTC Phe (F) zu Leu (L) L8042 heterozygot
ACT zu ATT Thr (T) zu Ile (I) L8042 heterozygot
ACA zu ATA Thr (T) zu Ile (I) Ep60, Epk73, K85, | rs17847568
L29019,
homozygot

Epk80, K113, K23,
K69, Reg002, K83,

L29012,
heterozygot

TTG zu TTT Leu (L) zu Phe (F) K0815, Epk80, rs1801195
K23 heterozygot

AGC zu AGT silent Ser (S) K0815, Ep59, K69, | rs1801196

K83, K89, L12018, | = rs4987035
L29011, L29012,
L4047, L8027,
L8042,
heterozygot

TGT zu CGT Cys (C) zu Arg (R) Epk69, K107, rs1346044
L12018, L8042
heterozygot

K23, L29031,
Reg002, K79 (?)
homozygot
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5.2.6 p53

Das p53-Gen kodiert fur ein Tumorsuppressor-Protein, welches in vielen Tumorentitaten
mutiert vorgefunden wird. Insbesondere tragen auch Zellen von jungen Lungentumor-
Patienten extrem haufig inaktivierende p53-Mutationen. Das p53-Protein ist als
Signalprotein an der Regulation der Apoptose, der Zellzykluskontrolle, der DNA-Reparatur
und der neoplastischen Entartung der Zellen beteiligt.

In Tabelle 5.2.6 sind die gefundenen Mutationen zusammengefasst. Uberraschenderweise
wurden nur 2 Mutationen in den Zelllinien entdeckt. Eine davon, ein heterozygoter,
bereits bekannter SNP ohne Aminosaureaustausch, tritt in einer unauffalligen KORA-
Zelllinie auf. Eine neue Mutation, die allerdings kurz nach der kodierenden Sequenz liegt,
wurde ebenfalls in einer KORA-Zellline gefunden.

Die Tatsache, dass in den Zellen der jungen Lungentumor-Patienten keine p53-
Mutationen gefunden wurden, deutet darauf hin, dass die Tumorentstehung nicht durch
eine bereits genetisch bedingte p53—Mutation der Patienten, als genetische
Pradisposition entstanden ist.

Tabelle 5.2.6: Verdnderungen der p53-Gensequenz in den immortalisierten Zelllinien

Mutationen
Basenaustausch Aminosaureaustausch Zellen/ bekannte SNPs
Zelllinien
CGA zu CGG silent Arg (R) Epk80 rs1800372
heterozygot
kurz nach Stop K79
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5.2.7 PALB-2

Das PALB-2-Gen kodiert fir ein Protein, welches mit dem Brustkrebsproteinen BRCA1
und -2 und den Fanconi Anamie-Proteinen (FANC) funktionell interagiert. Es ist daher
Bestandteil eines Proteinkomplexes, vermutlich unterhalb von ATM/Nibrin, welches die
Schadensantwort der DNA reguliert.

In Tabelle 5.2.7 sind die gefundenen Mutationen zusammengefasst. Drei bekannte SNPs
wurden gefunden, die jeweils heterozygot in den Zellen vorliegen. Drei neue
Verdnderungen wurden entdeckt, davon betrifft eine den Ubergang zwischen Exon 2 und
Exon 3. Hier liegen wahrscheinlich unterschiedliche SpleiBprodukte des PALB-2-Gens in
den Zellen der Lungentumorzelllinie vor.

Eine neue stille Mutation wurde als vermutlich private Mutation heterozygot entdeckt, in
einer Zelllinie, deren Primarzellen geringe Apoptose aufweisen. Der bekannte SNP
rs152451 wurde je einmal in KORA- und LUCY-Zelllinien heterozygot entdeckt, die
jeweiligen Primarzellen zeigen beide geringe Apoptoseinduktion.

Sehr interessant kdonnte die homozygot vorliegende Mutation der Lungentumorzelllinie
L4047 sein, die einen Aminosaureaustausch bewirkt und somit von funktioneller Relevanz
sein kdénnte. Die korrespondierenden Primarzellen sind durch hohe Apoptoseinduktion
charakterisiert.

Tabelle 5.2.7: Verdanderungen der PALB-2-Gensequenz in den immortalisierten Zelllinien

Mutationen
Basenaustausch | Aminosaureaustausch | Zellen/ Zelllinien | bekannte SNPs
Grenze Exon 2/ 3 L8027 Exon 2 fehlt?

GGA zu GGG Gly (G) silent K89 heterozygot

TTA zu TCA Leu (L) zu Ser (S) Reg002 rs45494092
heterozygot

GAC zu GAA Asp (D) zu Glu (E) L4047 homozygot

CAA zu CGA GIn (Q) zu Arg (R) K81, L29011 rs152451
heterozygot

GTG zu ATG Val (V) zu Met (M) Epk80 heterozygot | rs45624036
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5.2.8 TGFB-1

Das TGFp-1-Gen kodiert fir einen Wachstumsfaktor, der u.a. die Proliferation und
Differenzierung in vielen Zelltypen reguliert (Okunieff P, Chen Y, Maguire D], Huser AK.
Molecular markers of radiation-related normal tissue toxicity. Cancer Metastasis Rev.
2008 Sep;27(3):363-74. Review). Seine Fehlregulation verursacht Apoptose und férdert
neoplastische Transformation. In groBeren SNP-Studien konnten Korrelationen von TGFp-
SNPs mit Strahlenempfindlichkeit gezeigt werden.

In Tabelle 5.2.8 sind die gefundenen Mutationen zusammengefasst. Es wurden 3
bekannte SNPs gefunden, von denen einer (rs1800470) in einer Vielzahl von Zelllinien
heterozygot oder homozygot auftrat. Betrachtet man das Auftreten dieses SNP mit der
Strahlenempfindlichkeit der zugrunde liegenden primaren Zellen, so zeigt sich, dass der
SNP rs1800470 in heterozygoter Form in Zelllinien mit mittlerer und niedriger Apoptose
der jeweiligen KORA-Primarzellen, sowie bei allen Kategorien der Apoptoseinduktion bei
Zelllinien der primaren Lungentumorzelllinien auftritt. Homozygote SNP-Trager wurden
nur bei Linien von Primarzellen mit hoher und mittlerer (KORA) bzw. mit hoher (LUCY)
Apoptoseinduktion entdeckt. Es gibt also mdglicherweise eine Korrelation mit hoher
Apoptose.

Tabelle 5.2.8: Veranderungen der TGFA-1-Gensequenz in den immortalisierten Zelllinien

Mutationen

Basenaustausch | Aminosaureaustausch | Zellen/ Zelllinien | bekannte SNPs

CCG zu CTG Pro (P) zu Leu (L) K69, K83, K107, rs1800470,
K79, L29011, = rs1982073,
L8027, L8042, = rs9282871
Reg002
Heterozygot
Epk80, K23, L4047
homozygot
CGG zu CCG Arg (R) zu Pro (P) Reg002 rs1800471
heterozygot (=9282871)
ACC zu ATC Thr (T) zu Ile (I) Epk69 heterozygot | rs1800472
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5.2.9 XRCC-1

Das XRCC-1-Gen kodiert fir ein Protein der Excisions-Reparatur. Es interagiert mit
XRCC4, Aprataxin, Ligase-3 und -4 und anderen Proteinen in der Reparatur von
Einzelstrangbriichen, die typischerweise durch oxidativen Stress und ionisierende
Strahlung entstehen, sowie der Nukleotidexcisions-Reparatur. In groBeren SNP-Studien
konnte eine Korrelationen des SNP rs17852150 mit Strahlenempfindlichkeit gezeigt
werden (Hu et al, 2001, Carcinogenesis).

In Tabelle 5.2.9 sind die gefundenen Mutationen zusammengefasst. Es wurden lediglich 2
bekannte SNPs gefunden, die allerdings in mehreren Zelllinien heterozygot auftraten. Ein
SNP davon beschreibt eine stille Mutation, die nur in Lungentumorzelllinien gefunden
wurde.

Betrachtet man das Auftreten der SNPs mit der Strahlenempfindlichkeit der zugrunde
liegenden primaren Zellen, so zeigt sich, dass der SNP rs17852150 sowohl bei KORA-
Zelllinien mit hoher als auch niedriger Apoptoseinduktion der korrespondierenden
Primarzellen auftrat, sowie bei der Leukamiezelllinie mit niedriger Apoptose der
Primarzellen. Eine klare Korrelation mit erhéhter Strahlenempfindlichkeit konnte bei den
hier vorliegenden Proben nicht gezeigt werden.

Tabelle 5.2.9: Veranderungen der TGFA-1-Gensequenz in den immortalisierten Zelllinien

Mutationen

Basenaustausch | Aminosaureaustausch | Zellen/ Zelllinien | bekannte SNPs

CGG zu CAG Arg (R) zu GIn (Q) Ep60, K69, Reg002 | rs11553658
heterozygot = rs25487

CAA zu CAG GIn (Q) silent L29012, L4047, rs17852150
L8027 heterozygot | = rs3547
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5.2.10 XRCC-3

Das XRCC-3-Gen kodiert flr ein Protein der Excisions-Reparatur und wurde bereits im
Zusammenhang mit XRCC-1 beschrieben. Es interagiert mit RAD51 und dessen Paralogen
in der Rekombinationsreparatur von DNA-Schaden.

In Tabelle 5.2.10 sind die gefundenen Mutationen zusammengefasst. Es wurden 2
bekannte SNPs gefunden, die in mehreren Zelllinien heterozygot oder homozygot
auftraten. 2 neue SNPs wurden entdeckt, die aber vor dem Start-Codon liegen und somit
keine Aminosaureveranderung verursachen.

Lediglich der bereits bekannte SNP rs861539 liegt in der kodierenden Sequenz und
bedingt eine Aminosdureveranderung, die homozygot oder heterozygot auftrat. Dieser
SNP trat verstarkt in einer Brustkrebs-Population auf (Kuschel et al, 2002,
Hum.Molec.Genet.). In der hier vorliegenden Studie trat dieser SNP ausschliesslich in
KORA-Kontrollzellen auf nicht in Lungentumorzelllinien. In den KORA-Zelllinien korrelierte
das homozygote Auftreten mit mittlerer oder niedriger Apoptose der jeweiligen
Primarzellen, das heterozygote Auftreten mit hoher Apoptose.

Tabelle 5.2.10: Veranderungen der TGFA-1-Gensequenz in den immortalisierten Zelllinien

Mutationen
Basenaustausch | Aminosaureaustausch | Zellen/ Zelllinien | bekannte SNPs
CGG C/G AGG vor Start Ep60, K113, K23
Exon 1 (Ende Exonl) heterozygot
AGGA/GT vor Start K83, K107 rs1799794
Ex1 Ex2 (Anfang Exon2) homozygot (rs34100926)
TGCAGAG/TT vor Start (Exon 3) L29012
GCAAG heterozygot
ACT zu ATG Thr (T) zu Met (M) Epk80 heterozygot | rs861539
(Exon 8)
K113, K23, K89
homozygot
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5.2.11 0GG-1

Das OGG-1-Gen kodiert fiir ein Protein der Excisions-Reparatur, welches 8-hydroxy-
Guanin (8oxo0G)-Schaden spezifisch entfernt. 8oxoG-Schdden entstehen durch reaktiven
Sauerstoff, der auch durch ionisierende Strahlung als Nebenprodukt entstehen kann. In
friheren Berichten konnte eine Mutations-Inaktivierung des OGG-1 Gens mit
Krebsentstehung korreliert werden (Audebert M, Chevillard S, Levalois C, Gyapay G,
Vieillefond A, Klijanienko ], Vielh P, El Naggar AK, Oudard S, Boiteux S, Radicella JP.
Alterations of the DNA repair gene OGG1 in human clear cell carcinomas of the kidney.
Cancer Res. 2000 Sep 1;60(17):4740-4).

In Tabelle 5.2.11 sind die gefundenen Mutationen, die Uberraschenderweise
ausschlieBlich in den Lungentumorzelllinien auftraten, zusammengefasst. Zusatzlich zu
einem bekannten SNP, der im 5’-UTR-Bereich vor dem Startkodon liegt, wurden 3 neue
heterozygote Mutationen gefunden, von denen 2 ebenfalls vor dem Startkodon liegen.
Eine neue heterozygote Mutation mit Aminosaureverdanderung wurde in der Zelllinie
L4047 entdeckt, deren korrespondierende primdre Zellen sich durch hohe
strahleninduzierte Apoptose auszeichnen.

Tabelle 5.2.11: Verdnderungen der OGG-1-Genseguenz in den immortalisierten Zelllinien

Mutationen
Basenaustausch | Aminosaureaustausch | Zellen/ Zelllinien | bekannte SNPs
5" -UTR (vor Start) L29019 rs3218999
heterozygot
CCT C /T AGG 5°-UTR (vor Start) L8042 heterozygot
CCTC A/T 5" -UTR (vor Start) L29011hetero
GGAAAG
AGT zu GGT Ser (S) zu Gly (G) L4047 hetero
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5.2.12 Interpretation

Die Ubergeordnete Analyse der DNA-Sequenzierungen ergibt mehrere interessante
Punkte:

1.

Im sehr groBen ATM-Gen wurden 16 verschiedene Mutationen gefunden, im 5-mal
kleineren NBS1 -Gen wurde nur ein bekannter SNP entdeckt. Diese Tatsache
spricht gegen eine reine Zufallsverteilung der gefundenen Mutationshaufigkeiten
jedes Gens. Es gibt also (auch beim Vergleich der anderen Sequenzierungen)
keine definierte Mutationsrate pro Sequenzldnge, die im Schnitt bei allen hier
sequenzierten Genen gefunden wird.
Der Vergleich ATM-NBS1 deutet darauf hin, dass eine Korrelation der Haufigkeit
der in ATM gefundenen Veranderungen mit

a. funktionellen Veranderungen (Strahlenempfindlichkeit) der Zellen

b. und /oder dem Krankheitsbild der untersuchten Kollektive existieren

kdnnte.

In Gewebe von Lungentumoren sind sehr haufig p53-Mutationen nachweisbar. Die
Tatsache, dass in den peripheren Zellen der jungen Lungentumor-Patienten keine
p53-Mutationen gefunden wurden, deutet darauf hin, dass die Tumorentstehung
nicht durch eine bereits genetisch bedingte p53—Mutation der Patienten, als
genetische Pradisposition entstanden ist.
Bei 3 bereits bekannten SNPs in den Genen fir NBS1, TGFb-1, XRCC-3, die in
mehreren der untersuchten Zelllinien auftraten, konnten Korrelationen mit der
Strahlenempfindlichkeit der korrespondierenden Primdrzellen erkannt werden.
Diese sind natlrlich statistisch, aufgrund der geringen Probenzahl, derzeit nicht
belastbar. In weiterfihrenden Untersuchungen (SNP-Analysen) kann die
Signifikanz dieser Korrelation geprift werden.
Es wurden mehrere neue, auch homozygot vorhandene, Mutationen in den
verschiedenen Genen entdeckt, die einen Aminosdureaustausch zur Folge haben
und funktionell relevant sein kénnten. Weiterfiihrende funktionelle Studien sollten
dies untermauern und zur Analyse der Genfunktion beitragen kénnen.
In den Genen fir ATM und PALB-2 wurden aufgrund heterozygoter Sequenzen
nach Exongrenzen veranderte Exon-Zusammensetzungen aufgedeckt. Diese
sollten verschiedene Genvarianten darstellen, die durch differentielles SpleiBen
entstanden sind. Bei beiden Genen ist derzeit wenig darlber bekannt, wie
verschiedene SpleiB-Isoformen die Genaktivitdt beeinflussen. Interessanterweise
hat eine sehr aktuelle Publikation die Regulation der NBS1-Aktivitat durch
differentielles SpleiBen postuliert (Takei et al, 2008, Radiation Research). Durch
Sequenzanalyse einzelner cDNA-Klone kann das Auftreten verschiedener Spleil3-
Isoformen fir die hier gefundenen Ereignisse verifiziert werden.
Das Auftreten neuer, bisher unbekannter Mutationen war in der Lungentumor-
Kohorte Uber dreifach erhéht im Vergleich zur KORA-Kontrollkohorte. Es stellt sich
daher die interessante Frage, ob diese erhdhte Mutationsfrequenz mit dem
Tumorstatus der Patienten korreliert.
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6. Korrelationen

6.1 Korrelation: molekulare Parameter - zellulare Parameter

Wie bereits in Kapitel 2.4 erwdhnt, war eine Korrelation der zellularen Parameter
Apoptose und DNA-Reparatur (Comet Assay) nur auf Ebene der Gesamt-Kohorten
erkennbar. Die LUCY-Kohorte zeigte - im Vergleich mit den KORA-Kontrollen - bei unauf-
falliger DNA-Reparatur eine erhdhte Apoptoseinduktion. Die Leukdamiekohorte zeigte eine
leicht reduzierte DNA-Reparatur bei gleichzeitig reduzierter Apoptoseinduktion.

Diese zellularen Parameter konnten in den immortalisierten Zellinien mit den molekularen
Sequenz-Parametern verglichen werden, allerdings nur zum Vergleich der LUCY- und
KORA-Kohorten. Die Immortalisierung auffalliger Leukamieproben wurde aus dem
Arbeitsprogramm genommen.

Beim Vergleich der Sequenzdaten der beiden Kohorten fallt auf, dass

- der NBS1-SNP (rs1805794) in den KORA-Kontrollen 3 mal homozygot und 4 mal
heterozygot, in den LUCY-Proben aber nur 3 mal heterozygot auftrat.

- Der XRCC1-SNP (rs3547) nur in den LUCY-Proben 3 mal auftrat.

- Der XRCC3-SNP (rs861539) nur in den KORA-Proben 4 mal auftrat, davon 3-mal
homozygot.

- Eine bisher unbekannte ATM-Mutation nur in den LUCY-Proben 3 mal heterozygot
auftrat. Dies ist auch der einzige Fall, wo eine neue Mutation in mehr als einer
Probe auftrat. Das alleinige Auftreten in LUCY-Proben legt die Vermutung nahe,
dass die Mutation funktionell mit Lungentumoren korrelieren kénnte.

Die oben genannten Sequenzkorrelationen zeigen nur SNPs oder Mutationen auf, wo
mindestens 3 untersuchte Zelllinien betroffen sind. Die Ubrigen, neu gefundenen
Mutationen traten dreifach haufiger im LUCY-Kollektive auf, im Vergleich zur KORA-
Kohorte. Ob und in wieweit die Sequenzdaten kausal mit den zellularen, phanotypischen
Daten verknipft sind, bleibt derzeit unklar.

6.2 Korrelation: experimentelle Parameter — klinisch/epidemiologische
Parameter

6.2.1: LUCY-Kohorte:

Bei den LUCY-Kohorten waren unter den Apoptose-sensitiven alle Individuen 48 Jahre alt
und alter (1 Ausnahme); bei den Apoptose-resistenten waren alle 48 Jahre alt und
junger. 4 von 5 sensitiven Patienten hatten eine Chemotherapie in den letzten 4 Wochen
vor Blutentnahme durchgemacht, bei den resistenten war es nur 1 von 3 Patienten.

Besonders auffallig ist ein Apoptose-sensitiver Patient, der deutlich jlinger als die
anderen war. Die immortalisierten Zellen dieses Patienten tragen neue, einzigartige
homozygote Mutationen sowohl im ATM-Gen als auch im PALB-2-Gen. Auch eine neue
heterozygote Mutation im OGG-1-Gen wurde entdeckt. Auf Proteinebene wurde eine
auBergewohnlich hoher Topol-Expresssion sichtbar. Hier scheint eine genetische
Pradisposition fir Strahlenempfindlichkeit und Tumorenstehung nahe liegend.

Der einzige Apoptose-sensitive Patient, der weitere Krebsfalle in der Familie hat, fallt
durch 3 neue einzigartige, heterozygote Mutationen im WRN-Gen auf. Auch hier kénnte
eine genetische Pradisposition vorliegen.

6.2.2: KORA-Kohorte:

Zum Zeitpunkt der Auswertung lagen durch eine Verzégerung in der Projektvereinbarung
und im Datentransfer vom Institut flir Epidemiologie des Helmholtz Zentrums Minchen
keine epidemiologischen Daten vor.
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7. Zusammenfassung

KORA-Kollektiv:

In der KORA-Kohorte gab es wenige Proben, die entweder in der DNA-Reparatur oder in
der Apoptoseinduktion nach Bestrahlung auffielen. Die Zellen der KORA-Kohorte
verhielten sich phanotypisch insgesamt unauffallig. Auf genetischer Ebene traten nur 4
von 14 der neu gefundenen Mutationen in KORA-Proben auf, 3 davon als neue
Mutationen im ATM-Gen. Eine klare Korrelation auffalliger genetischer Daten mit
phanotypischen oder biochemischen Befunden ist nicht erkennbar.

LUCY-Kollektiv:

Bei der Ermittlung der DNA-Reparaturkapazitaten war die LUCY-Kohorte im Vergleich zur
KORA-Kontrollkohorte bezliglich der Mittelwerte unauffallig, es traten jedoch deutlich
starkere Schwankungen der Einzelwerte, speziell nach 60 min Reparatur auf. Umgekehrt
waren bei der Apoptoseinduktion keine starken individuellen Schwankungen sichtbar, der
Mittelwert jedoch etwas erhéht verglichen zur KORA-Kohorte. Bei den einzelnen Proben
gab es keine Falle, die in beiden Kriterien auffallig waren. Zur Immortalisierung und
weiteren Analyse wurden nur die Apoptose-auffalligen Proben verwendet. Eine der
Proben mit hoher Apoptoseinduktion war durch eine neue, homozygote Mutation im ATM-
Gen sowie eine neue, homozygote Mutation in PALB-2-Gen charakterisiert. Auch auf
klinisch/epidemiologischer Ebene ist dieser Patient auffallig, da er mit Abstand den
jungsten Lungentumor-Patienten innerhalb der auffalligen Patienten darstellt.

Eine andere Probe mit hoher Apoptoseinduktion ist durch 3 neue heterozygote WRN-
Mutationen gekennzeichnet. Dieser Patient hat als einziger unter den auffélligen
Patienten andere Krebsfdlle in der Familie, was auf genetischen Ursachen beruhen kann.

In beiden Fallen ist die funktionelle Relevanz der neuen Mutationen bisher nicht
bewiesen. In weiteren Studien sollte es unter Zuhilfenahme der entsprechenden
immortalisierten Zellinien méglich sein, phanotypische Auswirkungen der Mutationen zu
studieren. Prinzipiell kann spekuliert werden, dass die Analyse der strahlen-induzierten
Apoptose tatsachlich auffallige Proben liefert, die méglicherweise auf genetische
Mutationen zurtckzufihren sind.

Aus zeitlichen Grinden wurden im vorliegenden Projekt Proben immortalisiert, die
auffallig bzgl. strahlen-induzierter Apoptose waren. DNA-Reparatur-auffallige Proben
konnten fir weitere molekulare und biochemische Analysen nicht berlicksichtigt werden.
Inwieweit die Reparatur-auffalligen LUCY-Proben mit dem molekularen Bild der
Patientenzellen und dem klinisch/epidemiologischen Bild der Strahlenempfindlichkeit
korrelieren, kann derzeit nicht beantwortet werden.

Leukdmie-Kollektiv:

Insgesamt zeigte sich, dass die individuellen Proben &hnlich den LUCY-Proben bzgl. der
DNA-Reparatur starker streuten als im KORA-Kollektiv; der Mittelwert der DNA-Reparatur
war leicht erniedrigt. In der Apoptoseinduktion waren die Mittelwerte deutlich erniedrigt
im Vergleich zum KORA- und LUCY-Kollektiv.

Bei den Leukamieproben traten mehrere auffallige Proben mit veranderter DNA-
Reparatur oder auffalliger Apoptoseinduktion auf. Nur eine Probe (Re108) war in beiden
Kriterien auffallig. Auf epidemiologischer und klinischer Ebene war dieser Patient,
insbesondere auch bei der akuten Strahlenreaktion, allerdings absolut unauffallig.

Eine weitere Probe (Mii73) mit deutlich reduzierter Apoptose geht auf einen Patienten
zurick, der klinisch auBergewdhnlich empfindlich auf die Bestrahlung (Konditionierung)
reagiert hatte: Der Patient zeigte bei einer geringen Gesamtdosis von 4 Gy starke
Hautreaktionen und die starkste Gesamtbeeintrachtigung (Karnovsky-Index) unter den
untersuchten Patienten dieses Kollektivs. Andere Korrelationen zwischen experimentellen
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und klinischen Daten konnten nicht erkant werden. Eine Gesamtauswertung nach
klinsichen Kriterien steht aufgrund der verspateten Probenrekrutierung noch aus.

Da das Ethikvotum flr dieses Kollektiv eine molekular Analyse der Zellen zunachst nicht
vorsah, konnten diese Proben auf molekularer Ebene (noch) nicht weiter untersucht
werden.

Uberblick:

Die Studie hat gezeigt, dass

- sich die Kollektive der Lugentumor- und Leukdamiepatienten phanotypisch bzgl. der
Strahlenreaktionen vom Kontrollkollektiv (KORA) unterscheiden;

- unter den experimentell auffélligen Proben auch solche sind, die auf klinisch auffallige
Patienten zurlickgehen; eine klare 1:1-Korrelation ist jedoch keinesfalls gegeben;

- unter den auffalligen Proben neue Mutationen in Kandidatengenen gefunden wurden,
die ursachlich zur Strahlenempfindlichkeit beitragen kénnen;

- innerhalb der Lungentumor-Kohorte mehr neue Mutationen auftraten als in der
Kontrollkohorte (KORA)
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8. Anhang

8.2.2.3 Methode: Comet-Assay

Vor der Durchfilhrung des Assays werden zundchst Objekttrager mit einer Schicht
Agarose Uberzogen. Die zu untersuchenden Zellen werden mit flissiger Agarose gemischt
und als zweite Schicht auf die Objekttrager aufgebracht. Nach dem Aushérten werden die
Objekttrager nacheinander in zwei verschiedene Lysepuffer gestellt, welche die Zellen
lysieren bzw. nukledre Proteine entfernen. Danach kann die Elektrophorese erfolgen,
indem die Objekttrager in eine Wanne mit alkalischem Laufpuffer tberfihrt werden und
ein elektrisches Feld angelegt wird. Als Vorbereitung der DNA-Farbung folgen Schritte der
Neutralisation, Dehydration und Prazipitation. Die rehydrierten Objettréger kénnen dann
getrocknet fiir die spater folgende Farbung aufbewahrt werden. Nach der Farbung der
DNA mit dem fluoreszierenden Farbstoff SYBR Green missen die Objekttrager sofort im
Fluoreszenzmikroskop ausgewertet werden. Dabei wurden zunachst per Auge auf jedem
Objekttrager 50 Zellen ausgewahlt. Die Analyse erfolgte dann in Jena mit der Software
KOMET 4.0 (Vision Science) und in Minchen mit VisCOMET, Version 1.2, (T.I.L.L.
Photonics GmbH & Impuls GmbH).

Ablaufschema des Comet-Assays

} 00 e°00 o %00 “ In Agarose eingebettete Zellen auf einem Objekttrager

|

Lysepuffer: 1. Zell-Lyse,
2. Entfernung nukleérer Proteine

Elektrophorese @ ‘\ ® 0 0%°00 o o0 \‘@

Neutralisation, Dehydration und Prézipitation

Anfarben der DNA

[0 06° 00 © 200 |
\ |

N\

Fluoreszenzmikroskopische
Auswertung

In der vorliegenden Studie wurden flr jeden Ansatz 50.000 Lymphozyten eingesetzt. Die
aliquotierten Lymphozyten wurden auf Eis bestrahlt (4 Gy) und auf Eis belassen bzw. flr
15, 60 oder 120 Min bei 37 °C inkubiert, was die Reparatur der DNA-Schaden
ermdglichte. Ein Parallelansatz der Zellen wurde nicht bestrahlt (0 Gy), ansonsten aber
gleich behandelt. Weiterhin gab es flr jedes Experiment eine interne Laborkontrolle; dies
waren Lymphozyten der stets gleichen, gesunden Person, die genau wie die Lymphozyten
der Patienten bzw. Kontrollpersonen behandelt wurden. Dadurch war es madglich, die
Schwankungsbreite zwischen den einzelnen Experimenten abzuschatzen und solche
Experimente von der Auswertung auszuschlieBen, die anomale Ergebnisse bei der
internen Laborkontrolle zeigten. RoutinemdBig wurden in einem Comet-Experiment die
Lymphozyten von drei verschiedenen Patienten (oder Kontrollpersonen) und der internen
Laborkontrolle untersucht. Da die funf Ansatze flir jede Person in Doppelbestimmung
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durchgeflihrt wurden, ergaben sich zehn Datensatze mit jeweils 50 Einzelzellen; flir jedes
Experiment also 40 Datensatze mit den gemessenen Parametern von insgesamt 2000
Zellen.

Ansatze des Comet-Assays:

Lymphozyten Lymphozyten
Patient Laborkontrolle
0 Gy 4 Gy 0 Gy 4 Gy
Reparaturzeit: 0 Min Reparaturzeit: 0 Min
15 Min 15 Min
60 Min 60 Min
120 Min 120 Min

Nach jedem Zeitpunkt: Analyse von 2 x 50 Zellen und Bestimmung des TOM ‘
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8.2.3.1 Methode: Apoptose-Assay

Im Einzelnen wurden die isolierten Lymphozyten nach dem Auftauen flir 12 Stunden
kultiviert, gezahlt und zu je 1 x 10° Zellen in drei Aliquots aufgeteilt. Zwei Aliquots
wurden mit 0,4 Gy bzw. 0,8 Gy in einer y-Strahlenquelle (Cs-137) bestrahlt, das dritte
Aliquot diente als unbestrahlte Kontrolle. Alle Zellen wurden vor der FACS-Analyse fir 48
Stunden in Kultur genommen. Nach der Ernte wurden die Zellen in einem ersten Schritt
gleichzeitig mit zwei Antikdrpern gegen CD3 (T-Zell-Marker) bzw. CD19 (B-Zell-Marker)
inkubiert. Diese beiden Antikdrper waren direkt mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Allophycocyanin (APC) gekoppelt. Im zweiten Schritt wurden die Zellen gleichzeitig mit
dem DNA-bindenden Farbstoff Propidiumiodid und dem Phosphatidylserin-bindenden
Protein AnnexinV inkubiert; letzteres war direkt mit dem Fluoresenzfarbstoff
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelt. Apoptotische Zellen kénnen aufgrund ihrer
charakteristischen Externalisierung der Zellmembrankomponente Phosphatidylserin das
AnnexinV binden, jedoch bleibt ihre Zellmembran fiir Propidiumiodid undurchlassig.
Anders dagegen nekrotische Zellen, die sowohl AnnexinV binden als auch Propidiumiodid
aufnehmen kénnen. Somit koénnen lebende, apoptotische und nekrotische Zellen
unterschieden und quantifiziert werden.

Abbildung 8.2.3.1: Uberblick FACS-Analyse.

Sideward scatter
CD3-APC / CD19-APC

0 200 400 600 800 1000

Forward scatter

Nekrotisch

Propidiumiodid

Lebend Apoptotisch

Annexin-FITC
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8.2.3.4.2.K Tabelle: Apoptose-Rangliste (KORA)

Induzierte Apoptose (Rangliste) des Kontrollkollektivs (KORA). Fiir jede
Bestrahlungsdosis (0,4 Gy bzw. 0,8 Gy) ist die induzierte Apoptose in % angegeben. Rot:
Falle mit guter Dosis-Korrelation. EBV: X bzw. 0: EBV-Immortalisierung erfolgreich (X)

bzw. fehlgeschlagen (O).

0,4 Gy 0,8 Gy Rangunterschied
Induz. Induz. (bezogen auf 0,8
Rang | Apoptose Fall Fall Apoptose Gy) EBV
1 -10,282094 Ep56 Ep25 0,35263339 1
2 -3,83828263 Ep25 KORA-85 6,91139919 2 X
3 2,4269579 KORA-83 | KORA-83 7,63367143 0 X
4 2,69223403 KORA-85 | KORA-67 7,92416893 7 0
5 5,04381463 Ep21 Ep31 8,20122192 23
6 5,29719162 KORA-91 | KORA-95 8,61937912 11 0
7 5,48579193 Ep30 KORA-113 8,97412363 1 X
KORA-
8 5,71172178 113 KORA-107 9,2916493 5 X
9 5,73618175 KORA-89 | KORA-91 9,36791639 3 0
10 5,86355286 Ep5 KORA-75 9,52101478 11
11 6,77220957 KORA-67 |KORA-105 10,1395326 13
12 6,94291219 KORA-69 | KORA-89 10,2364043 3 X
KORA-
13 7,07761417 107 KORA-69 10,4882293 1 X
14 7,10204311 Ep19 KORA-101 10,8904456 9
15 7,26296967 KORA-93 Ep30 11,8356928 8
16 7,42501874 KORA-97 Ep37 12,0027517 30
17 7,43474946 KORA-95 | KORA-93 12,0341817 2
18 7,43977023 Epl6 Ep55 12,523675 8
19 7,52162272 Ep44 Ep38 12,6738885 9
20 7,61855874 KORA-25 [KORA-103 13,0673298 13
21 7,80191495 KORA-75 Ep34 13,2281734 39
22 7,81391656 Ep27 KORA-97 13,2691466 6
KORA-
23 7,89139971 101 KORA-25 13,422577 3
KORA-
24 8,46007848 105 Ep8 13,4997023 19
25 8,82697086 Ep6 EpK90 14,2200556 11
26 9,3222204 Ep55 KORA-109 14,3852979 15
27 9,61034744 Ep31 KORA-77 14,542708 5
28 10,0408864 Ep38 Ep21 14,6915982 23
29 10,0460624 EpKS82 EpK70 15,5852019 38
30 10,1820786 Ep18 KORA-99 16,3796792 4
31 10,5582259 KORA-21 Ep6 16,6862151 6
32 10,8938488 KORA-77 Epl5 17,5465326 6
KORA-
33 10,9712823 103 KORA-87 18,2024952 12
34 11,0643061 KORA-99 | KORA-53 18,4371567 8
35 11,0949112 Ep1l3 KORA-21 18,8227284 4
36 11,2262077 EpK90 Ep54 19,1467628 27
37 11,3335012 Ep41l Ep40 19,67361 66
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38
39
40

41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60

61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79

80
81
82
83
84
85
86
87
88
89

11,4429879
11,8155447
12,239786

12,3984407
12,4536486
12,5466951
12,6810652
12,8973427
13,3306571
13,4172204
13,78731

13,8054621
13,9864941
14,3106601
14,4415618
14,5440428
14,5707079
14,5944902
14,7664754
14,8493778
15,0131363
15,118134

15,2521882

15,4484355
15,8122632
15,8382614
15,8792862
16,0494538
16,1029931
16,1974209
16,2542448
16,3436352
16,7202646
16,903129
17,080262
17,3990614
17,739131
18,5707024
18,5851502
18,7792206
18,7924078
19,1708475

19,3513852
19,4883557
19,5512836
19,6201244
19,6367893
19,8735517
20,1330648
20,5905896
20,7564396
20,929067

Epl5
Ep9
Ep32
KORA-
109
KORA-53
Ep8

Ep2
KORA-87
Ep37
Ep24
EpK74
KORA-81
Ep33
Ep20
Ep29
Ep36
Ep46
KORA-79
Epl0
EpK69
KORA-65
KORA-23
Ep34
KORA-
111
KORA-71
Ep54
EpK66
Ep3
KORA-73
EpK70
Epl4
EpK67
Epl
EpK86
EpK89
EpK71
EpK78
EpK84
Ep23
Ep35
EpK75
EpK72
KORA-
115
EpK77
Epl7
EpK88
EpK87
Ep45
Epl1l
EpK85
Ep42
Ep58

EpK87
Ep20
Ep13

KORA-65
Epl8
EpK66
Epl4
EpK69
Ep29
Epl0
Ep33
EpK67
EpK89
KORA-73
Ep32
Ep9
Ep44
KORA-71
KORA-23
Ep24
KORA-81
EpK88
KORA-111

EpK74
KORA-79
EpK72
EpK64
Ep2
EpK75
Epl1l
EpK84
EpK86
Ep58
Ep3
Ep41
EpK68
EpK85
Ep1l6
KORA-55
Ep57
Ep23
EpK77

EpK71
EpK79
Ep42
Epk61
EpK62
EpK76
Ep1l
KORA-27
EpK78
Ep5

63

19,9744042
20,1456764
20,1462293

21,0537157
21,0755922
21,1613032
21,1921584
21,2924446
21,8431418
22,0793512
22,2078401
22,2635558
22,4922593
22,6932312
22,8607918
23,0259245
23,0784048
23,1720715
23,1899848
23,5803066
23,6498691
23,7631377
24,7390476

24,8773178
25,0071643
27,0769248
27,2511696
27,63367
27,6346361
27,7445407
28,1530999
28,2461176
28,3966474
28,5239429
28,6814965
28,9961777
29,3911124
29,4500123
29,704892
29,8393355
30,8888401
31,3121326

31,3902486
31,9353587
31,9377238
32,3047501
32,4883905
32,9864071
33,2270402
33,3940676
33,4576471
34,5961068

46
12

17
12
21
24
12

20
22
15
12
14
35

10

24

13

16
38
21
12
19

19

35
31
13
57
22
28

14

17
13

16

14
79




90 | 21,2515443 Ep39 Ep36  34,649046 37
91 | 22,4428318 EpK76 Ep7 35,0631303 5
92 | 22,9830696 KORA-27 EpK82  35,2282637 63
93 | 23,2721927 Epi12 Ep45  35,3959931 8
94 | 23,4340018 EpK81 Epl7 36,6876582 12
95 | 23,4468124 EpK79 Ep56  36,8609296 94
96 23,953297 Ep7 Ep43  37,7227849 12
97 | 23,9745219 EpK62 EpK63  38,149375 9 0
98 | 24,0376002 KORA-55 Ep27 38,7651532 76
99 | 24,2741786 EpK73 |KORA-115 39,1081584 19
100 | 24,9599439 EpK61 Ep39  39,40692 10
101 | 25,2992059 EpK80 Ep46  40,178943 47
102 | 25,6828537 EpK64 Ep35  40,362332 25
103 | 26,1122935 Ep40 EpK80  40,4411607 2 X
104 | 26,9576698 EpK68 Ep59  41,9632685 5 X
105 | 28,0048559 Ep57 Epl2 41,9680142 12
106 | 29,6862652 EpK63 EpK73  43,8397244 7 X
107 | 33,1625544 EpK83 Ep53  44,3285925 4 X
108 | 33,1769014 Ep43 Ep60  44,8527485 4 X
109 | 36,0063109 Ep59 EpK83  47,3023001 2
110 | 40,6484351 Ep4 EpK81  48,7476453 16
111 | 41,5101043 Ep53 Ep4  49,834635 1 X
112 | 47,9221334 Ep60 Epl9 49,8612124 98
113 | 61,3461777 EpK65 EpK65  51,6918677 0

8.2.3.4.2.L Tabelle: Apoptose-Rangliste (LUCY)

Induzierte Apoptose (Rangliste) der jungen Lungentumor-Patienten (LUCY). Flr jede

Bestrahlungsdosis (0,4 Gy bzw. 0,8 Gy) ist die induzierte Apoptose in % angegeben. Rot:

Falle mit guter Dosis-Korrelation. EBV: X bzw. 0: EBV-Immortalisierung erfolgreich (X)

bzw. fehlgeschlagen (O).

0,4 Gy 0,8 Gy Rangunterschied
Rang | Induz. Apoptose Patient Patient Induz. Apoptose (bezogen auf 0,8 Gy) EBV
1 -7,64455866 Ep462 Ep712 -5,43300681 32
2 -1,80390094 Ep1053 Ep1053 1,63935648 0 0
3 -0,6320582 Ep792 Ep766 6,17576324 8 0
4 2,08122716 Ep494 Ep494 8,40143592 0 X
5 2,65712433 Ep407 Ep792 8,79681615 2
6 3,12477013 Ep393 Ep154 10,0338991 26
7 4,68559677 Ep654 Ep811 11,0126115 3
8 5,04230533 Ep836 12006 11,4605871 9
9 5,51859991 Ep500 Ep421 11,6848678 13
10 6,06847444 Ep811 Ep602 11,9160673 2 X
11 6,80708293 Ep766 Ep716 11,9514623 5
12 7,09206354 Ep602 Ep531 12,359067 13
13 7,23129801 Ep872 Ep482 13,18639 5 X
14 8,03561205 Ep414 Ep62 13,5002789 24
15 9,00014275 Ep700 Ep817 13,5996187 15
16 9,05656781 Ep716 Ep393 13,6488835 10
17 9,29643091 12006 Ep511 13,8014855 28
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
a1
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72

10,1177412
10,1796502
10,3259715
10,7390111
11,2978286
12,3180001
12,45726
12,763397
12,9540609
13,0320199
13,4185435
13,4994417
13,751953
14,3924069
14,5586994
14,8547605
14,9876377
15,2895922
15,4509298
15,4944001
15,743609
16,1557297
16,2864705
16,4187612
16,5384965
16,5777861
16,6570391
16,851825
16,9747952
17,1027038
17,1743577
17,5546908
17,7095242
17,8108986
17,887935
18,0781175
18,141971
18,2479693
18,5422368
19,3485458
19,4913394
20,0629918
20,1625825
20,6272036
20,9382619
21,0403334
21,0548392
21,1640409
21,9391084
22,595128
22,7523102
22,9948239
23,2508217
23,4258208
23,8705619

Ep482
Ep973
Ep684
Ep911
Ep421
Ep419
Ep787
Ep531
Ep901
Ep666
Ep539
17001
Ep817
Ep459
Ep154
Ep712
Ep683
Ep536
Ep472
Ep617
Ep62
Ep76
Ep856
Ep415
Ep493
Ep627
Ep411
Ep511
Ep510
Ep436
Ep873
Ep598
Ep1040
Epl126
Ep485
Ep1060
Ep621
Ep108
Ep807
Ep476
Ep460
Ep924
Ep1057
Ep551
Ep799
Ep416
Ep393
Ep636
Ep405
Ep64
Ep782
Ep677
Ep993
Ep501
Ep448

Ep76
Ep807
Ep462
Ep536
Ep787
Ep621
Ep500
Ep407
17001
Ep510
Ep812
Ep411
Ep414
Ep108
Ep973

Ep1060
Ep551
Epl126
Ep700
Ep799
Ep666
Ep627
Ep901
Ep493
Ep856
Ep717
Ep476
Ep911
Ep419
Ep683
Ep397
Ep485
Ep459
Ep872
Ep715
Ep448
Ep436
Ep874
Ep537
Ep684
Ep416

Ep1040
Ep617
Ep501
Ep472
Ep393
Ep677
Ep654
Ep924

Ep1057
Ep836
Ep613
Ep702
Ep993
Ep598
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14,6727562
14,6759216
15,0183129
15,0426229
15,4880849
16,2475898
16,6570971
16,7292207
17,1484544
17,268173
17,8654062
18,0201065
18,1547006
19,1235769
19,3417845
19,7773368
20,3692086
20,4941198
20,7348096
20,8132253
21,7557061
22,1642136
22,2953283
22,8520831
23,5562401
23,5864201
24,0207626
24,2477186
24,2688366
24,3248295
24,9593228
25,2682668
25,9816701
26,0372233
26,1171138
26,3936544
26,6157027
27,0003364
28,1136862
28,279827
28,423537
28,4648814
28,7376807
28,7946903
29,0982117
29,1204568
29,1322899
29,2273995
29,5936178
29,7779136
29,8647248
30,5895316
31,136991
31,3803967
31,5660521

21
37
19
14

31
15
20

19
45
15
16
24
13
20
27
16
21
25
11

14

31
13
24
23
13
46

19
38
24
19
23

27
37

23
10
26

58

60

11

23




73 23,9768588 Ep812 Ep410 31,5663936 2
74 24,0554816 Ep717 Ep422 31,7346297 12
75 24,2726514 Ep410 Ep636 31,77758 10
76 24,4310583 Ep715 Ep539 31,947405 48
77 25,7610314 Ep613 Ep615 32,5887776 8
78 26,3395055 Ep874 Ep64 32,7922302 11
79 26,6385832 Ep734 Ep782 32,9443632 11
80 27,4432704 Ep449 Ep734 34,1268565 1
81 27,4793519 Ep702 Ep873 34,8697219 33
82 27,6952203 Ep825 Ep445 35,6091285 13
83 28,2171333 Ep537 Ep862 35,6131605 6 X
84 28,4731334 Ep600 Ep600 35,6776731 0 0
85 28,6613884 Ep615 Ep405 36,832991 19
86 28,833508 Ep422 Ep460 37,1108812 28
87 30,3162577 Ep420 Ep420 37,374463 0
88 30,4763959 Ep772 Ep449 39,8685406 8 X
89 31,3863994 Ep862 Ep415 42,7997051 48
90 32,1558257 Ep805 Ep772 43,8012188 2 0
91 32,2953594 Ep935 Ep825 43,8801361 9 0
92 35,8263697 Ep818 Ep935 44,9332853 1 X
93 38,1339472 Ep690 Ep805 45,2721287 3
94 39,7933157 Ep397 Ep690 47,1117234 1
95 43,6762017 Ep445 Ep824 50,0182975 1
96 45,4331729 Ep824 Ep818 51,1821095 4 X

8.2.3.4.2.Leu: Tabelle Apoptose-Rangliste (Leukamien)

Induzierte Apoptose (Rangliste) der Leukdmie-Patienten. Fir jede Bestrahlungsdosis (0,4

Gy bzw. 0,8 Gy) ist die induzierte Apoptose in % angegeben. Rot: Falle mit guter Dosis-

Korrelation.
0,4 Gy 0,8 Gy Rangunterschied
Rang | Induz. Apoptose Patient | Patient Induz. Apoptose (bezogen auf 0,8 Gy)
1 -68,4615385 Rel108 Re108 -51,3567748 0
2 -32,4452795 Re003 Re140 -38,5245178 63
3 -25,9802819 Rel26 Re003 -18,5448575 1
4 -21,2197608 M(i73 Mi73 -16,7506623 0
5 -17,1060815 R-7 R-7 -5,56685528 0
6 -9,83347573 Mi53 Re023 -4,56265641 1
7 -6,39292482 Re023 Mi53 -4,07064591 1
8 -5,37953822 Rel134 M(51 -4,05620299 6
9 -0,80650187 Mi48 Rel12 -3,93677867 34
10 -0,316478 R-2 Rel26 -0,27283982 7
11 0,40373133 R-3 R-2 -0,12860566 1
12 0,44182229 Re080 Mi11 0,26555276 9
13 0,59838759 M43 Mi71 1,87174421 11
14 0,62994268 M(51 Mi29 2,36883219 1
15 0,96109382 Mi29 R-8 4,51092407 8
16 1,42909039 Rel24 Mu67 5,80580767 34
17 2,12903226 Re138 M43 6,68036688 4
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
a1
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66

2,13037611
2,65343376
2,78166218
3,27566306
3,32328592
3,61237579
3,73449769
3,95306719
3,98512199
4,04495557
4,11988174
4,47259936
4,54481034
5,89672082
6,36625908
6,63725776
8,61202258
8,71912239
9,04331781
9,67778195
10,3841624
10,5739369
10,6601011
10,7587771
10,8304
11,6060552
11,7497786
12,4730283
13,4692476
13,6516391
13,706558
16,9792939
17,3513075
17,6908801
19,2444016
20,6427734
20,7590801
22,0376281
22,7414177
25,4004447
26,0364534
26,4445585
26,6407926
27,5054614
28,0107773
28,9236553
30,9507528
37,4858395
42,0822963

Ma31
Re052
Re039
Mu11
Re098
R-8
Mu71
Rel06
Mi116
R-1
Rel136
Rel100
Re047
Re005
Re009
Re063
Mi20
Re086
Re019
Re057
Re007
Rell4
Re034

Re069
Rel12
Rel32
R-4
Mu25
M33
Re090
Re092
Mi67
Mi96
Re001
Mi84
Re079
Re015
Rel42
Mi101
Rel122
Re027
Mi82
Re128
Mi45
Mi61
Mi41
Re140
Re088

Re047
Mi20
Mi116
Re098
R-1
Re039
R-3
Re009
Re005
Rel100
Rel14
Re034
Re052
Re019
Re007
Re124
Mi48

Mu31
Mi101
M25
Re001
Re090
Re057
Re069
Re063
R-4
Mu45
Re080
Rel32
M(i84
Rel134
Re086
Re092
Re122
Mu33
Re106
Re015
Rel28
M(i82
Mi41
Re079
Mi96
Mi61
Rel136
Re088
Re027
Re142
Re138

6,69352461
7,42017398
7,58001315
7,93962636
8,55224503
8,66136703
10,2202058
10,5026968
11,360786
11,9007215
12,3665893
12,9107705
13,2472792
13,5817398
14,2639538
15,3231733
17,3108584
18,0970489
18,8198024
19,4130001
20,0427892
20,2321795
20,5021014
21,3413887
21,3789784
21,5584935
22,0364438
22,2304787
22,4167404
23,6318688
23,8341859
24,5316462
25,7913065
27,0612105
27,4530594
28,6096308
29,5971504
30,8359953
30,889797
31,1118076
32,0008535
32,0212739
35,6868263
37,1774695
38,9608002
39,4964707
42,1992452
43,264623
49,6129032

12
15

17
25

18
20

13

10

17
34

49

67




8.2.4.2: Korrelation: Apoptose und DNA-Reparatur

0,4 Gy 0,8 Gy
TOM, 15 min

KORA: Korrelation COMET-Apoptose KORA: Korrelation COMET-Apoptose
(TOM) (TOM)

Induzierte Apoptose (0,4
Induzierte Apoptose (0,8 Gy’

DNA-Reparaturkapazitat (15 min) DNA-Reparaturkapazitéat (15 min)
LUCY: Korrelation COMET-Apoptose LUCY: Korrelation COMET-Apoptose
(TOM) (TOM)

Induzierte Apoptose (0,4 C
Induzierte Apoptose (0,8 Gy)

DNA-Reparaturkapazitéat (15 min) DNA-Reparaturkapazitat (15 min)
Leuk&amie: Korrelation COMET-Apoptose Leukamie: Korrelation COMET-Apoptose
(TOM) (TOM)

Induzierte Apoptose (0,4 C
Induzierte Apoptose (0,8

DNA-Reparaturkapazitat (15 min) DNA-Reparaturkapazitéat (15 min)
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0,4 Gy
TOM, 60 min

0,8 Gy

Induzierte Apoptose (0,4 Gy

KORA: Korrelation COMET-Apoptose
(TOMm)

S

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)

o

Induzierte Apoptose (0,8 Gy)

)

KORA: Korrelation COMET-Apoptose
(TOM)

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)

Induzierte Apoptose (0,4 Gy)

LUCY: Korrelation COMET-Apoptose
(TOM)

=)

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)

Induzierte Apoptose (0,8 Gy)

LUCY: Korrelation COMET-Apoptose
(TOM)

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)

Induzierte Apoptose (0,4 Gy

Leukamie: Korrelation COMET-Apoptose
(TOM)

S

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)

Induzierte Apoptose (0,8 Gy)

Leuké&mie: Korrelation COMET-Apoptose
(TOM)

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)
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0,4 Gy
tail-DNA, 15 min

0,8 Gy

Induzierte Apoptose (0,4 Gy

KORA: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitéat (15 min)

Induzierte Apoptose (0,4 Gy)

LUCY: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitat (15 min)

Induzierte Apoptose (0,4 Gy)

Leukamie: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitat (15 min)

Induzierte Apoptose (0,8 Gy)

KORA: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitat (15 min)

Induzierte Apoptose (0,8 Gy)

LUCY: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitat (15 min)

Induzierte Apoptose (0,8 Gy)

Leukamie: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitat (15 min)
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0,4 Gy

tail-DNA, 60 min

Induzierte Apoptose (0,4 Gy

KORA: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)

Induzierte Apoptose (0,4 Gy)

LUCY: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)

0,8 Gy

Induzierte Apoptose (0,8 Gy

KORA: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)

Induzierte Apoptose (0,8 Gy)

LUCY: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)

Induzierte Apoptose (0,4 Gy)

Leukamie: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)

Induzierte Apoptose (0,8 Gy)

Leukamie: Korrelation COMET-Apoptose
(tail DNA)

DNA-Reparaturkapazitat (60 min)
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8.3.2.1

Uberblick

EBV-immortalisierten

Zelllinien

Kontrollpersonen (KORA) und durchgefiuihrter Experimente

gesunder

Apoptose | ausgewahlter Fall EBV- Protein- cDNA- SubG1- Caspase-
-rate (interne Immortali- Isolierung | Isolierung | Assay Assay
Bezeichnung) sierung (Jena) (Jena) (Minchen) | (Mdnchen)
Hoch (Epk 63) erfolglos -- -- -- --
ja ja ja ja ja
(Ep 59)
(Epk 73) ja ja ja ja ja
nicht in Jena | -- -- ja ja
(Ep53) verfilghar
(Ep 60) (wachst ja sehr ja ja ja
langsam)
nicht in Jena | -- -- ja ja
(Ep4) verfilabar
ja ja ja ja ja
(Epk 80)
Mittel erfolglos -- -- -- --
(Ep29)
ja ja ja = --
(KORA 79)
erfolglos -- -- -- --
(Ep10)
ja ja ja = --
(EpK 69)
ja ja ja = --
(KORA 23)
Niedrig ja ja ja ja ja
(KORA 85)
ja ja ja ja ja
(KORA 83)
erfolglos -- -- -- --
(KORA 67)
erfolglos -- -- -- --
(KORA 95)
ja ja ja ja ja
(KORA 113)
ja ja ja - --
(KORA 107)
erfolglos -- -- -- --
(KORA 91)
ja ja ja Ja ja
(KORA 89)
ja ja ja ja ja
(KORA 69)
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8.3.2.1/1 Uberblick der EBV-immortalisierten  Zelllinien  junger

Lungentumorzellen und durchgeflihrter Experimente

Apoptose | ausgewadhlter Fall EBV- Protein- cDNA- SubG1- Caspase-

-rate (interne Immortali- | Isolierung | Isolierung | Assay Assay
Bezeichnung) sierung (Jena) (Jena) (Minchen) | (Munchen)

Hoch (Ep862) ja ja ja ja ja
(Ep600) erfolglos -- -- -- --
Ep449) ja ja ja ja Ja
(Ep772) erfolglos -- -- -- --
(Ep825) erfolglos -- -- -- --
(Ep935) ja ja ja ja ja
(Ep818) ja ja ja ja ja

Mittel (Ep436) erfolglos -- -- -- --
(Ep1040) erfolglos -- -- -- --
(Ep485) ja ja ja ja ja
(Ep108) erfolglos -- -- -- --
(Ep476) erfolglos -- -- -- --

Niedrig (Ep1053) erfolglos -- -- -- --
(Ep766) erfolglos -- -- -- --
(Ep494) ja ja ja ja ja
(Ep602) ja ja ja ja ja
(Ep482) ja ja ja ja ja
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8.3.2.2. Methode: Quantifizierung der hypodiploiden Zellfraktion

Losung I (Quantifizierung der hypodiploiden Zellfraktion)
584 mg/ml NaCl

1 g/l NaCitrat

0,3 ml/l NP-40

10 mg/I RNase A (frisch zugeben)

10 pg/ml PI (frisch zugeben)

Losung II (Quantifizierung der hypodiploiden Zellfraktion)
15 g/l Zitronensaure

0,25 M Saccharose

10 pg/ml PI (frisch zugeben)

Die in Kultur gehaltenen Zellen werden vor Bestrahlung zunachst in einer Konzentration
von 5 x 10° Zellen pro ml Medium ausgesét, dann jeweils 24 h, 48 h und 72 h nach der
Bestrahlung mit 4 Gy, 8 Gy und 12 Gy bzw. mit 0 Gy als Kontrolle geerntet und mit PBS
gewaschen. Eventuell ist (je nach Zellwachstum) fir die spateren Zeitwerte die Zugabe
von Medium nach 24 h bzw. 48 h sinnvoll, dies wird bei Bedarf durchgefihrt. Im
Anschluss daran erfolgt eine Inkubation mit Lésung I fir 30 bis 60 min gefolgt von
Zugabe von gleichem Volumen Lésung II. Die Proben kénnen bis zur Messung maximal
zwei Wochen bei 4 °C im Dunklen aufbewahrt werden. Die rote Fluoreszenz wird mit
einem Langpassfilter fir Wellenlangen >600 nm detektiert und auf einer linearen Skala
quantifiziert. Durch Analyse der Spannungsabfallkurve am Fluoreszenzdetektor werden
Zelldubletten, die die Auswertung stéren, nicht miterfasst. Alle Zellen, die eine geringere
Fluoreszenz als Zellen in der G1 Phase des Zellzyklus hatten, werden als apoptotisch
klassifiziert. Die Anregungswellenldange ist 488 nm. Um eine bessere Auftrennung der
Populationen zu gewadhrleisten, sollte die Messung nach Madglichkeit im langsamen
Aufnahmemodus durchgefiihrt werden.
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8.3.2.3. Detektion von Caspasen durch einen
fluorochrommarkierten Caspase-Inhibitor
Caspase Inhibitor-Lésung

0,2% CaspACE™ FITC-VAD-FMK In Situ Marker
in PBS

Die vor Bestrahlung zunéchst in einer Konzentration von 5 x 10> Zellen pro ml Medium
ausgesaten Zellen werden jeweils 24 h, 48 h und 72 h nach Bestrahlung mit 4 Gy, 8 Gy
und 12 Gy bzw. mit 0 Gy (Kontrolle) geerntet, auch hier ist eventuell (je nach
Zellwachstum) fir die spateren Zeitwerte die Zugabe von Medium nach 24 h bzw. 48 h
sinnvoll, das Sediment wird sofort in 70 pl der Caspase Inhibitor-Lé6sung aufgenommen
und fir 20 min im Dunklen inkubiert. Nach Zugabe von 1 ml PBS erfolgt Zentrifugation
fiir 5 min bei 300 x g, RT. Der Uberstand wird verworfen, das Sediment in 400 pl PBS
aufgenommen. Die so behandelten Proben sollten zeitnah gemessen werden und bis zur
Messung bei 4 °C in Dunkelheit aufbewahrt werden. Die Analyse wird im
Durchflusszytometer bei der Wellenlange 530 nm durchgeftihrt.

Inaktive Caspase Aktivierte Caspase Bindung von
(Zymogen) (Heterotetramer) FITC-VAD-

T

A B b
RS
// Jentrum v}

C

Prodomane FITC-VAD-

Schematische Darstellung der Funktionsweise des Caspase-Inhibitors FITC-VAD-FMK.
(nach Smolewski, 2002).

A: Die inaktive Caspase wird aktiviert.

B: Die aktivierte Caspase bildet einen Tetramer.

C: Ein mit FITC markierter Caspaseinhibitors bindet an das enzymatische Zentrum der
Caspase.
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8.3.3: Tabelle: Vergleich der strahleninduzierten Apoptoseraten in
primaren Lymphozyten mit ihren korrespondierenden lymphoblastoiden
Zelllinien in Proben des KORA-Kollektivs.

In der Spalte ,Versuch" ist der Versuch bezeichnet, der an den LCL durchgefiihrt wurde,
,Dosis 1% ist die in diesem Versuch eingesetzte Dosis fir die Bestrahlung. Verglichen
wurden jeweils die in der Quantifizierung der hypodiploiden Zellfraktion (Sub G1) bzw.
der Detektion von Caspasen durch Nachweis eines Caspase-Inhibitors (Caspase-Inhibitor)
nach Bestrahlung in den LCL ermittelten Werte mit dem Anteil strahleninduzierter
Apoptose im Annexin V Assay an primaren Lymphozyten. Die im Annexin V Assay
eingesetzte Strahlendosis ist unter ,Dosis 2" angefihrt, ,Zeitpunkt® bezeichnet den
Zeitpunkt der Ernte fiir die jeweiligen Versuche an den LCL. Die Ernte erfolgte im Annexin
V Assay immer 48 h nach Bestrahlung. Das BestimmtheitsmaB R? beschreibt, ob eine
lineare Korrelation zwischen den Ergebnissen in den LCL und den primaren Zellen
besteht. Die Art der Korrelation sagt aus, ob die mdgliche Korrelation zwischen den
Versuchen positiv oder negativ ist. Eine positive Korrelation (+) bedeutet, dass die
Versuche in den LCL die Ergebnisse, die flir die primaren Lymphozyten gewonnen
wurden, widerspiegeln, eine negative Korrelation (-) bedeutet, dass die LCL umgekehrtes
Verhalten zeigen.

Dosis | Dosis . Bestimmtheitsmaf3 Art der

Versuch 1 5 Zeitpunkt R Korrelation
24 h 0,39 -
0,4 Gy 48 h 0,32 -
72 h 0,12 -
4 Gy 24 h 0,38 -
0,8 Gy 48 h 0,19 -
72 h 0,14 -
Sub G1 24 h 0,14 -
0,4Gy| 48h 0,27 -
72 h 0,22 -
12 Gy 24 h 0,25 -
0,8 Gy 48 h 0,16 -
72 h 0,21 -
24 h 0,03 +
0,4Gy| 48h 0,10 -
72 h 0,32 +
4 Gy 24 h 0,00 -
0,8 Gy 48 h 0,15 -
Caspase- 72 h 0,16 +
Inhibitor 24 h 0,04 +
0,4 Gy 48 h 0,07 -
72 h 0,54 +
12 Gy 24 h 0,01 n
0,8 Gy 48 h 0,16 -
72 h 0,36 +
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8.3.3/1 Tabelle: Vergleich der strahleninduzierten Apoptoseraten in
primaren Lymphozyten mit ihren korrespondierenden lymphoblastoiden
Zelllinien in Proben des LUCY-Kollektivs.

Dosis | Dosis . Bestimmtheitsmali Art der

Versuch 1 > Zeitpunkt R? Korrelation
24 h 0,13 +
0,4 Gy 48 h 0,03 +
4 Gy 72 h 0,00 +
24 h 0,22 +
0,8 Gy 48 h 0,09 +
72 h 0,04 +
24 h 0,16 +
0,4 Gy 48 h 0,00 -
72 h 0,01 +
Sub G1 8 Gy 24 h 0,24 ¥
0,8 Gy 48 h 0,01 +
72 h 0,09 +
24 h 0,01 +
0,4 Gy 48 h 0,01 +
72 h 0,00 -
12 Gy 24 h 0,05 +
0,8 Gy 48 h 0,03 +
72 h 0,01 +
24 h 0,24 +
0,4 Gy 48 h 0,06 +
72 h 0,11 +
4 Gy 24 h 0,27 +
0,8 Gy 48 h 0,05 +
72 h 0,03 +
24 h 0,33 +
0,4 Gy 48 h 0,11 +
Caspase- 8 Gy 72 h 0,06 +
Inhibitor 24 h 0,07 +
0,8 Gy 48 h 0,06 +
72 h 0,24 +
24 h 0,07 -
0,4 Gy 48 h 0,01 +
72 h 0,01 +
12 Gy 24 h 0,04 -
0,8 Gy 48 h 0,00 +
72 h 0,00 -

Das BestimmtheitsmaB R? erméglicht eine Aussage dariiber, ob ein exakter linearer
Zusammenhang zwischen zwei Datensdtzen besteht. Ein BestimmtheitsmaB R’ < 0,5
bedeutet, dass keine Korrelation vorliegt, ein BestimmtheitsmaB 0,5 < R?> < 0,7 bedeutet
eine leichte Korrelation der Datensatze. Die Werte des BestimmtheitsmaBes waren nur im
Vergleich des Annexin V Assays nach Bestrahlung mit 0,4 Gy mit der Detektion von
Caspasen 72 h nach Bestrahlung gréBer als 0,5, namlich R> = 0,54. In diesem speziellen
Fall handelt es sich um eine leichte Korrelation, fir alle anderen Paarungen von
Datensatzen kann kein linearer Zusammenhang festgestellt werden. In samtlichen
Vergleichen zwischen Datensatzen des LUCY Kollektivs konnte lediglich ein
BestimmtheitsmaB von R? < 0,5 festgestellt werden, ein linearer Zusammenhang konnte
also ausgeschlossen werden.
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8.4.1 Protokoll: Quantifizierung des NAD" Gehalts

Kaliumphosphatpuffer (Quantifizierung von NAD*)
100 mM Kaliumphosphat pH 7.4
3% Trichloressigsaure

Neutralisationspuffer (Quantifizierung von NAD*)
800 mM KOH
200 mM Tris

Reaktionsmix (Quantifizierung von NAD*)
100 ml 100 mM Kaliumphosphatpuffer
0,02 g MTT-Pulver (ca. 500 uM)

0,0082 g PMS

3,06 ml Ethanol (560 mM)

bei 4 °C lagern, vor Licht schitzen!

Der kolorimetrische Nachweis zur Quantifizierung des NAD*-Gehalts basiert auf einer
Reihe von Oxidations- und Reduktionsvorgdngen, die zyklisch miteinander verbunden
sind (enzyme cycling assay). Er ermdéglicht indirekt eine Untersuchung der Aktivitat von
Parpl (Poly(ADP)ribose-Polymerase 1) und damit auch der Aktivitét von Xrccl (X-ray
repair cross complementing 1) im Zuge der Reparatur von Basenschaden. Werden Zellen
z. B. mit einem Agens wie Methylmethansulfonat (MMS), mit H,0, oder durch
Bestrahlung behandelt, kénnen Einzelstrangbriiche (single strand breaks, SSB) der DNA
auftreten. Eines der ersten Proteine, die zur Schadensstelle rekrutiert werden, ist Parpl.
Da Parpl die Poly(ADP)ribosylierung katalysiert und die Poly(ADP)ribose (PAR) Synthese
unter Verbrauch von NAD®' stattfindet, fihren vermehrte Basenschiaden so zu einer
Verarmung an NAD™ in einer Zelle. Nach erfolgter Poly(ADP)ribosylierung werden weitere
Reparaturproteine, darunter auch Xrccl, an die Schadensstelle rekrutiert. Die
Bestimmung des NAD*-Gehalts erfolgt (ber den bereits erwdhnten enzyme cycling assay
( Abb. siehe unten).

Die Alkoholdehydrogenase (ADH) setzt hierbei unter Verbrauch von NAD* Ethanol zu
Ethanal um. Mit Hilfe der Reduktion von N-Methylphenazoniummethylsulfat (PMS) in
urspringlich oxidiertem Zustand kann das entstandene NADH wieder zu NAD®
regeneriert werden. Durch die Reduktion von 3-[4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5-
Diphenyltetrazolium-bromid (MTT) kann das reduzierte PMS wieder in den oxidierten
Zustand versetzt werden und steht fir weitere Reaktionszyklen zur Verfligung. In diesem
letzten Reduktionsschritt wird oxidiertes, gelb gefarbtes MTT in reduziertes, violett
gefarbtes MTT umgewandelt. Diesen Farbwechsel kann man idealerweise bei der
Wellenldnge 595 nm messen. Da das vorhandene Photometer jedoch nur 570 nm, nicht
aber 595 nm erfassen kann und eine Messung bei 570 nm madglich ist, wird die Menge an
violettem MTT bei 570 nm im Photometer gemessen. Daraus kénnen Rickschlisse auf
die Menge an NAD* im Zelllysat gezogen werden.

Ethanol NAD* PMS,, MTT,,
Absorption
595 nm
Ethanal NADH PMS,, MTT 4 (violett)
ADH

red

Abb.: Enzyme cycling assay zur Quantifizierung des NAD*-Gehalts.

Durch die Aktivitat der ADH wird Ethanol zu Ethanal unter Verbrauch von NAD*
umgesetzt. Das dabei gebildete NADH wird durch Reduktion von PMS wieder zu NAD™
regeneriert. Oxidiertes MTT kann nun das reduzierte PMS wieder oxidieren. Dieser letzte
Schritt fahrt zu einem Farbumschlag von gelbem oxidierten MTT nach violettem
reduzierten MTT, das man im Photometer bei der Wellenldange 595 nm quantifizieren
kann. Da der Farbumschlag auch bei der Wellenlange 570 nm gemessen werden kann
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und das vorhandene Photometer eine Messung bei 595 nm nicht unterstltzt, werden die
Messungen bei 570 nm durchgefihrt.

Dieser Versuch wird an LCL von Spendern durchgefihrt, die Trager des
Einzelnukleotidpolymorphismus (single nucleotide polymorphism, SNP) XRCC1 Arg280His
sind. Die Zellen werden nach Behandlung geerntet. Jeweils eine Probe bleibt als Kontrolle
unbehandelt. Das Zellsediment wird grindlich in 500 pl 100 mM Kaliumphosphat TCA-
Puffer resuspendiert und fir 30 min auf Eis inkubiert, gefolgt von einer Zentrifugation ftr
5 min bei 12000 x g und 4 °C. Der Uberstand wird abgenommen und in ein
ReaktionsgefaB mit 100 pl Kaliumhydroxid-Tris-Puffer Uberfihrt. 200 pl des so
neutralisierten Zelllysats werden in ein ReaktionsgefaB mit 900 pjl Reaktionsmix
pipettiert, mit 100 yl ADH versetzt und gemischt, um die Reaktion zu starten. Nach
Inkubation von 10 - 30 min bei 30 °C im Dunklen und anschlieBendem AbkUhlen kann
die Absorption des Reaktionansatzes bei 570 nm im Photometer gegen eine Leerprobe
(blank), die kein Zelllysat enthalt, gemessen werden.
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8.4.1/1 Protokoll: Basenexcisions-Reparatur

5 x BER-Puffer (BER-Assay)
250 mM HEPES (pH 7.5)

2,5 mM EDTA

10 mM DTT

100 mM KClI

20 mM ATP

25 mM Phosphocreatin

2,5 mM NAD

0,5 mM ddTTP

Lagerung bei -20 °C mdoglich
Vor Verwendung 100 pg/ml Creatinphosphokinase (PCK) frisch zugeben

BER-TBE (BER-Assay)
5,34 ml 1 M Tris pH 8.8
5,34 ml 1 M Borsaure
0,24 ml 0,5 M EDTA

DNA Auftragspuffer (BER-Assay)
95% Formamid

20 mM EDTA

0,02% (w/v) Bromphenolblau
0,02% Xylencyanol

18% PAA Gel (denaturierend, BER-Assay)
18% AA/BisAA 20%/1%

8 M Urea

89 mM Tris-HCI (pH 8,8)

89 mM Borsaure

2 mM EDTA

0,1% APS

0,005% TEMED

Puffer I (BER-Assay)

10 mM Tris-HCI, pH 7.8

200 mM KClI

Proteaseinhibitor-Cocktail (frisch 10 pl pro 1 ml Puffer I zugeben)

Puffer II (BER-Assay)

10 mM Tris-HCI, pH 7.8

200 mM KClI

2 mM EDTA

40% Glycerin

0.2% NP-40

2 mMDTT

Proteaseinhibitor-Cocktail (frisch 10 ul pro 1 ml Puffer II zugeben)

10 x Reaktionspuffer A (BER-Assay)
500 mM Tris-HCI (pH 7,6)

100 mM MgCl,

50 mM DTT

1 mM Spermidin

1 mM EDTA

alternativen

Die Basenexzisionsreparatur (BER) beruht im Wesentlichen auf zwei
Reparaturwegen. Bei dem so genannten short patch-Reparaturweg wird an der
Einzelstrang-Schadensstelle ein einziges Nukleotid ausgeschnitten und ersetzt, der long
patch-Reparaturweg fiihrt zur Neusynthese eines kurzen Strangabschnitts von zwei oder
mehr Nukleotiden. Aufgrund dieser Tatsache kdnnen die verschiedenen BER-Wege
anhand der vergleichenden Quantifizierung ihrer Reparaturprodukte untersucht werden.
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5“- GTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGGGC -3 BER2
3“- CATGGGCCCCTAGGAGATCTUAGCTGGACGTCCCG -5° BER1

Zugabe von | - Zellextrakt
- [@-32P]dCTP

A 3°- CATGGGCCCCTAGGAGATCTCAGCTGGACGTCCCG -5° 35mer
B 3°- CAGCTGGACGTCCCG -5° 16mer
C 3“- dCAGCTGGACGTCCCG -5° 15mer

Abbildung: Funktionsweise der vergleichenden Quantifizierung von Produkten der
Basenexzisions-reparatur in Zellextrakten.

Der Reaktionsansatz enthalt das dsDNA-Oligomer BER1/BER2. Durch Zugabe von
Zellextrakt, [a-*?P]dCTP und ddTTP unter Bedingungen, die Reparatur erméglichen, wird
die Reparatur des fehlgepaarten Uracil durch die im Zellextrakt vorhandenen Proteine
provoziert. Die Produkte der Reparatur sind

A: bei short patch-Reparatur ein radioaktiv markiertes Oligomer von 35 nt Lange.

B: bei long patch-Reparatur ein radioaktiv markiertes Oligomer von 16 nt Lange.

C: bei nicht abgeschlossenen Reparaturvorgédngen ein radioaktiv markiertes Oligomer von
15 nt Lange.

Den Zellextrakten wird hierbei zur Reparatur ein dsDNA-Oligonukleotid von 35 nt Lange
mit einem Basenaustausch von Cytosin nach Uracil an der Stelle bei 21 nt (BER1/BER2)
zugegeben. Des Weiteren enthélt der Reaktionsansatz ddTTP und [a-*2P]dCTP. Werden
nun Bedingungen hergestellt, die DNA-Reparatur ermdglichen, wird sowohl im short
patch-Reparaturweg als auch im long patch-Reparaturweg in das Oligonukleotid BER1 an
Stelle des Uracil ein [a-3?P]dCTP eingebaut. Durch vorzeitiges Beenden der Reparatur des
Schadens an dieser Stelle mittels Zugabe von EDTA und Erhitzen erhadlt man ein
radioaktiv markiertes Oligomer von 15 nt Lange als Produkt. Es kann nicht unterschieden
werden, ob der short patch-Reparaturweg oder der long patch-Reparaturweg
stattgefunden hat. Wird das Reparaturereignis komplett vollzogen, erhalt man flir den
jeweiligen Reparaturweg typische Produkte. Im Fall des short patch-Reparaturweges wird
das fehlgepaarte Uracil ausgeschnitten, ein [a->?P]dCTP eingebaut und der verbleibende
SSB ligiert. Es resultiert ein radioaktiv markiertes Oligomer mit 35 nt Lange
(AbbildungA). Bei dem long patch-Reparaturweg beginnt nach Einbau von [a-3°P]dCTP
die Neusynthese eines kurzen Strangabschnittes. Da das folgende Nukleotid Thymin ist
und im Reaktionsansatz ausschlieBlich ddTTP vorliegt, kann der Strang nicht weiter
elongiert werden, es resultiert ein radioaktiv markiertes Oligomer mit 16 nt (AbbildungB).
Diese Mischung aus Oligomeren von unterschiedlicher Lange kann mit Hilfe der
Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennt und durch Exposition eines Rdntgenfilmes
sichtbar gemacht werden.

Um nun eine Aussage Uber die relative Menge des jeweiligen Reparaturproduktes treffen
zu koénnen, werden die zu untersuchenden Proben jeweils mit einer Kontrolle
aufgetragen. Dieser Versuch wird an LCL von Spendern durchgefihrt, die homozygote
Trager des seltenen Allels des SNP XRCC1 Arg280His sind. Die Kontrolle ist hierbei die
LCL SiM6, die homozygot das haufige Allel des SNP aufweist. Des Weiteren wird der
Versuch auch an hTERT-RPE-Zellen, die mit XRCC1 siRNA transfiziert und fir drei Tage
bei 37 °C mit 5% CO, inkubiert werden, durchgefihrt. Als Kontrolle dienen entsprechend
hTERT-RPE-Zellen, die mit siNeg behandelt werden. Durch eine Zeitreihe kann sowohl
der Beginn eines Reparaturereignisses als auch die Menge an Reparaturprodukt der
jeweiligen Kontrolle mit einer Probe verglichen werden.
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Annealing der DNA-Oligonukleotide

Bevor die Oligonukleotide BER1 und BER2 verwendet werden kénnen, missen die
komplementdren Strange angelagert werden, um einen DNA-DSB von 35 Nukleotiden mit
einem eingebauten Uracil an Stelle eines Thymins zu erhalten. Zu diesem Zweck werden
gleiche Volumina von BER1 und BER2, die in gleicher Konzentration vorliegen, gemischt
und mit 1/10 Volumen PCR-Puffer versetzt. Es erfolgt Erhitzen flir 10 min auf 95 °C
gefolgt von langsamem Abkuhlen.

Vorbereitung der Aufreinigungssaulen fir radioaktiv markierte DNA

Da die Sephadex G-25 Flllung der Aufreinigungssaulen fir radioaktiv markierte DNA
vorgequollen in einem STE-Puffer vorliegt, missen die Saulen vor Verwendung
getrocknet werden. Dazu werden gemaB der Packungsbeilage zunachst die Deckel an
Ober- und Unterseite geldst und die Saule in ein 15 ml ReaktionsgefaB mit einem 1,5 ml
AuffanggefaB platziert. Durch zweimalige Zentrifugation fir 4 min bei 1100 x g mit
jeweils anschlieBendem Verwerfen des Uberstandes kann der Puffer vollstdndig entfernt
werden. Die Saulen werden nun in ein 15 ml ReaktionsgefaB mit einem neuen 1,5 ml
AuffanggefaB Uberfihrt und kénnen so verwendet werden.

Markierung der Standardoligonukleotide fiir die Quantifizierung von Produkten der
Basenexzisionsreparatur

Die Markierung der Standardoligonukleotide, die als GroéBenmarker bei der
Gelelektrophorese eingesetzt werden, erfolgt in drei Ansatzen (fir das 15mer, das 16mer
und das 35mer) mit Hilfe der T4 Polynukleotidkinase (T4 PNK). Dieses Enzym ist eine
Polynukleotid-5'hydroxylkinase und katalysiert den Transfer eines Phosphats von ATP auf
die 5’-OH-Gruppe der Oligonukleotide. Durch die Verwendung von [y->2P]JATP wird eine
radioaktive Markierung der Oligonukleotide erreicht.

Die Reaktionsansatze setzen sich aus 0,1 nM geléstem Oligonukleotid, 1/10 Volumentaeil
des 10 x Reaktionspuffer A, 2 nM ATP, 10 U T4 PNK und 10 mCi/ml [y-*?P]JATP zusammen
und werden jeweils mit H;Opigest. @uf 20 pl aufgefillt. Nach Inkubation bei 37 °C fir 20
min werden die Ansatze fur 10 min auf 75 °C erhitzt und mit Hilfe von Sephadex G-25
Saulen aufgereinigt.

Herstellung von Zellextrakten

Nach Ernte und zweimaligem Waschen der Zellen in PBS (300 x g, 5 min) wird das
Sediment in Puffer I (BER-Assay) aufgenommen, ein gleicher Volumenteil an Puffer II
(BER-Assay) wird zugegeben. Eine Inkubation fir 1 h bei 4 °C in einem
Rotationsschittler schlieBt sich an, gefolgt von Zentrifugation bei 16000 x g, 4 °C fir 30
min. Der Uberstand wird abgenommen, und, falls er nicht sofort verwendet wird, in
flissigem Stickstoff schnell eingefroren. In diesem Zustand kann er bei -80 °C bis zur
Verwendung gelagert werden.

Nachweis von Produkten der Basenexzisionsreparatur

Jeweils 1 g Protein eines (mit H,Op4est. auf das gewlinschte Volumen verdinnten)
Zellextraktes wird mit einem entsprechenden Volumen 5 x BER-Puffer versetzt, um 1 x
BER-Puffer im endglltigen Volumen des Ansatzes zu erhalten. Dazu werden 250 nM der
DNA-Oligonukleotid-Mischung pipettiert und fir 5 min bei RT inkubiert. Durch Zugabe
von 10 mM MgCl, und 2,2 pM [a-3?P]dCTP und Inkubation bei 37 °C wird die Reparatur
gestartet. Die Reaktion wird in einer Zeitreihe nach jeweils 0 min, 2 min, 5 min, 10 min,
15 min und 20 min durch Zugabe von 50 mM EDTA und Erhitzen auf 72 °C fir 5 min
terminiert. Bei Bedarf kdnnen zusatzliche Zeitpunkte eingeflihrt oder gestrichen werden.
Da das Gel eine begrenzte Anzahl an Bahnen zum Probenauftrag aufweist und mit jeweils
sechs Zeitpunkten pro Probe in einem Versuch nur eine Probe mit der Kontrolle
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verglichen werden kann, werden in spateren Versuchen nur noch die Zeitwerte 0 min, 5
min, 10 min und 20 min bericksichtigt, um einen Vergleich von zwei Proben mit einer
Kontrolle zu erreichen. Das Volumen jeder Probe wird nun mit H,Opigest. auf 50 pl
aufgefillt, um sie in vorbereitete Aufreinigungssaulen fiur radioaktiv markierte DNA
auftragen zu koénnen. Die Saulen werden mit den Proben fir 4 min bei 1100 x g
zentrifugiert. Das aufgereinigte Produkt liegt nun im 1,5 ml Auffanggefa8 vor und wird
mit gleichem Volumen DNA-Auftragspuffer fir den Nachweis von BER-Produkten versetzt,
die Saule kann verworfen werden. Nach Erhitzen auf 72 °C flir 2 min kénnen die Proben
zusammen mit einem Marker, der zu gleichen Anteilen markierte Oligonukleotide von 15
nt, 16 nt und 35 nt Lange aufweist, auf ein denaturierendes 18% PAA Gel von 35 cm
Lange aufgetragen werden.

Um eine bessere Auftrennung zu gewahrleisten, sollte das Gel zunachst einen Vorlauf fir
30 min bei 600 V, 25 mA, 100 W durchlaufen, bevor die Proben aufgetragen werden. Die
Auftrennung der Proben erfolgt dann fir 3,5 h bei 600 V, 25 mA, 100 W.

Um die markierten Oligonukleotide sichtbar zu machen, wird das Gel Iuftdicht in eine

Folie eingeschweiBt und mit einem Rdntgenfilm bedeckt. Dieser wird je nach Starke des
Signals flir 3 h bis mehrere Tage exponiert und entwickelt.
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8.5.1.2 Protokoll Protein-Assay: Western Blotting und Quantifizierung:

Gesamtprotein wurde aus EBV-immortalisierten Lymphozyten isoliert, die vorher mit 4 Gy
bestrahlt und nach 2, 4 bzw. 6 Stunden Zellkultur (= Reparaturzeit flir DNA-Schaden)
geerntet wurden. Als Kontrolle dienen unbestrahlte Lymphozyten mit gleicher Zellzahl.
Fiir das Western Blotting wird eine Proteinmenge eingesetzt, die jeweils 1 x 10°
Lymphozyten entspricht.

Die Expressionsstarke der untersuchten Proteine wird mit Hilfe des Programms Quantity
One (BioRad) quantifiziert. Die p53-Signale wurden durch Verrechnen mit dem jeweiligen
Actin-Signal normiert und die IR-Induktion der (normierten) p53-Expression dargestellt
(s.u.).

0 Gy 4 Gy
2h 4h 6 h
i . ; Volume (INT * mme) = 2527.94
U1 uz U3 U4 /
p53 - “_b’ Subtract background:
adjusted volume (INT * mm2) = 2112.16
U5 U6 ui7 U8

; Refer to Actin sample:
Actin W| U4/U8=0.835

Calculate induction factor:
Baches i referU4/U8toU1/U5
0.835/0.197 = 4.23

Quantity one (BioRad)

Abbildung: Nach Einscannen der Original-Filme wurden gleiche Areale Uber die
Proteinbanden gelegt. Der Schwarzungsgrad jeder Bande wurde zunacsht mit dem
Hintergrund (background) verrechnet. Das Verhéltnis der P35-Banden zu den jeweiligen
darunterliegenden Actin-Banden (Ladekontrolle) wurde ermittelt. Die p53-Proteinmengen
der bestrahlten Proben wurden in Relation zur unbestrahlten Kontrolle als
Induktionsfaktor ermittelt. (Zur optischen lllustration wurde hier ein tGberexponierter Film
dargestelit.)
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8.5.2 Protokoll Sequenzierung

Sequenzierung mit fluoreszenzmarkierten ddNTPs

PCR-Produkte/Plasmide wurden nach dem Sanger-Coulson-Verfahren des Kettenabbruchs
unter Verwendung des BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits, Applied
Biosystems, sequenziert. Die dabei entstandenen Fragmente verschiedener Léange
wurden auf einer Kapillarsequenziermaschine ,,ABI Prism® 3730x| DNA Analyser"
elektrophoretisch getrennt und detektiert.

Fir die Sequenzierreaktion wurde das folgende, vom Hersteller empfohlene, PCR-
Programm genutzt:

Tabelle 8: Cycler-Programm fir die Sequenzierreaktion

Schritt Funktion Zeit Temperatur
1 Initiales Denaturieren 1 min 95°C
2 Denaturieren vor Annealing 0,5 min 95°C
3 Annealing 0,5 min 55°C
4 Elongation 2 min 60°C
5 Gehe zu Schritt 2 24x
6 Abkihlung 1min 18°C

Der Sequenzierungsansatz beinhaltet 5yl HPLC-Wasser, 1ul 5x BigDye® Terminator v3.1
Sequencing Buffer (Sequenzierpuffer), 1l Primer, 1ul Template (PCR-Produkt/Plasmid)
und 2ul Ready Reaction Mix (enthalt dNTPs, markierte ddNTPs und die Polymerase).

Jedes ddNTP besitzt dabei einen eigenen Markerfarbstoff, der bei einer anderen
Wellenlange fluoresziert. Das ddATP ist mit dichloro[R6G] (griin), das ddCTP mit
dichloro[ROX] (rot), das ddGTP mit dichloro[R110] (blau) und das ddTTP mit
dichloro[TAMRA] (gelb) markiert. Aus den dadurch erzeugten spezifischen Farbbanden
wird durch die ABI-Sample-Software die Nukleotidsequenz bestimmt.

Material:

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit der Firma

Sequenzierpuffer ‘ Applied Biosystems

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit der Firma

Ready-Reaction-Mix Applied Biosystems
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