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Widmung

Die Wahrheit steckt in der Welt des Lichtes,
das Licht schlift in unserer Phantaste,

sein Aufwachen benotigt die Kraft des Sinnes,
Ideen fliefen ins Meer des Wissens

und Romponieren die schonste Melodie.

Die Noten des Unbekannten darfst du laut singen,
die anderen pfeifen stolz die scheinbare Realitdt,

sie lassen sich die einfache Zukunft bringen,

und wihrend sie glauben, mit ifirer Musik su siegen,
ist Deine Melodie die wertvolle Raritit.

Bild: Faro del Estacio, La Manga der Mar Menor (Spani&ekonstruiert von Dipl.-Ing.
J. R. Moreno Farinds im Jahr 1974 (Foto: Rachel K4gc 2007).Gedicht: ,Die Worte
meines Vaters ... Uber Forschurig Gedichtet von M. Moreno-Villanueva im Mai 2003.
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Lydia von ganzem Herzen gewidmet
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Ammenfassung

2. Zusammenfassung

In Vorarbeit war es gelungen, deluorometric analysis of DNA unwindif§ADU)-Assay zu
automatisieren und mit Hilfe dieses MessverfahrB$A-Strangbriiche mit einer hohen
Reproduzierbarkeit und Empfindlichkeit (0,4 Gy Ryenstrahlung) zu detektieren
(Diplomarbeit Moreno-Villanueva, 2004).

In der vorliegenden Arbeit werden nun folgende Sedmlte beschrieben: (1) eine
Verbesserung der Empfindlichkeit auf bis zu 0,16Raytgenstrahlung; (2) eine Erhéhung des
Probendurchsatzes auf das Dreifache; (3) die \alidig des Assays anhand eines breiten
Spektrums von chemischen gentoxischen Agenziemmbgrschiedlichen Angriffspunkten; (4)
die Optimierung von Protokollen zur Messung von DEéhadigung in mitochondrialer DNA
bzw. in Vogel-Erythrozyten, (5) die Etablierung eximenteller Bedingungen zur Erfassung
der DNA-Reparatur sowie (6) der Vergleich der neudethode mit dem bisherigen
.Goldstandard“, dem Comet-Assay.

Insbesondere konnte gezeigt werden, dass mit debbesserten FADU-Assay DNA-Schéaden,
die durch sehr niedrige, nicht-zytotoxische Dosearuksacht werden, in mehreren
Zellsystemen bereits erfasst werden konnen. Es evardierdem gezeigt, dass sich dieser
Assay zur Messung der frihen Phase der DNA-Repabasonders gut eignet und dass die
DNA-Reparatur durch das Fehlen von fotalem Kalberse(FCS) bzw. von Zink gehemmt
wird. Des weiteren wurden Reparaturexperimente amamen peripheren mononukledren
Blutzellen (PBMC) von gesunden Spendern durchgeéfiihd es wurde dabei nachgewiesen,
dass die Reparatur vom Nahrmedium abhé&ngt. Es vauiderdem anhand von Messungen des
Reparaturverlaufs in 5-Minuten-Abstanden gezeigssdder Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-
Inhibitor 3-Aminobenzamid (3-AB) die DNA-Strangbitu®keparatur signifikant verzogert.
Zuletzt konnte gezeigt werden, dass der FADU-Asgsignet ist, die zeitliche Uberlagerung
von DNA-Schéadigung und DNA-Reparaturprozessen doszun.

Mit den hier erzielten Ergebnisse wird also ein egurobustes und anwenderfreundliches
Werkzeug bereitgestellt, welches breite Einsatziobigeiten fur die biologische
Grundlagenforschung, die Toxikologie, die Arzneteiforschung, die Lebensmittelforschung

sowie fur die Alternsforschung und Praventivmedizigetet.
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3. Einleitung

3.1 DNA: Molekil des Lebens

3.1.1 Von Nukleinsduren zum menschlichen Genom

Friedrich Miescher entdeckte die Nukleinsdure 1&dfr die DNA (engl.deoxyribonucleic
acid, Desoxyribonukleinsdure) wurde das erste Mal ihr 1®19 von Phoveus Levene in der
wissenschaftlichen Literatur beschrieben. Demnash dieses Molekul ein Teil der
Chromosomen und besteht aus vier Basen, Zuckerilelekund Phosphaten. In seiner
Publikation (Levene, 1919) indournal of Biological Chemistry,The Structure of Yeast
Nucleic Acid“, beschreibt er die Isolierung und Giiderisierung der DNA von Hefen. 1928
legte der englische Arzt Frederick Griffith die @dlage fir den Chemiker Oswald Avery, der
1943 unmissverstandlich zeigte, dass in bestimmakterien die DNA fir die Vererbung von
Information verantwortlich ist (Oswaldt al, 1943). Die Wissenschaftler glaubten aber bis
Anfang der funfziger Jahre, die Proteine seienEtt@nformationstrager; erst 1952 bewies der
Mikrobiologe Alfred Hershey, dass die Proteine imestter Viren fur deren Vermehrung keine
Rolle spielen, sondern die DNA (Hershey al, 1952). Acht Jahre spéater erhielten James
Watson, Francis Crick und Rosalind Franklin den &piteis fir Physiologie oder Medizin fur
die Aufklarung der Struktur der DNA: die berihmtedpelhelix (Watson und Crick, 1953).
Linus C. Pauling hatte 1948 (,Molecular Architeewand the Processes of Life") die Idee der
Replikation der DNA ans Licht gebracht (Meselsod04#); Mathew Meselson und Frank W.
Stahl griffen darauf zurtick, bestatigten 1958 diesgage von Watson und Crick und klarten
die semikonservative Replikation der DNA auf (Mssel und Stahl, 1958). Im Jahr 1965
enthielten Francois Jacob, Jacques Monod und Andadf den Medizin-Nobelpreis fur die
Aufklarung der Genregulation (Cohen, 1995), undhmeadd der Jahre 1961 bis 1966
entzifferten Marshall Nirenberg und Heinrich Maghalen genetischen Code (Nirenberg,
1968). Sydney Brenner, Francois Jacob und Matthesdldon entdeckten 1961 die mRNA
(Brenneret al, 1961). Dank der Arbeit von Werner Arber, Daniegdthans und Hamilton O.
Smith (Nobelpreis fur Medizin 1978) mit Restriktsenzymen (Smitket al, 1970) gelang es
dem Amerikaner Paul Berg als Erstem, das Zusamrtmamseron Genen verschiedener
Organismen, das Erstellen von heute so genanntemidnanter DNA (Goffet al, 1976).
1976 klonierten Tom Maniatis und seine Mitarbeder erste cDNA (Efstratiadist al, 1976).
Ein Jahr spéter entdeckten Richard J. Roberts tiilipPA. Sharp das RNA-Splicing (Berget
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et al 1977), und Frederick Sanger (Sanggral 1977), Walter Gilbert und Paul Berg
entwickelten Sequenzierungsmethoden, wofir sie T#0Nobelpreis fiur Chemie erhielten.
1993 erhielt Kary B. Mullis ebenso den Nobelpréis €hemie fur die Entwicklung der PCR
(engl.polymerase chain reactigi?olymerase-Kettenreaktion) im Jahr 1983 (Setildl 1988).
Die erste Gentherapie begann 1990 mit der 4-jahrRpgtientin Ashanti da Silva. 1991 erfand
Craig Venter eine automatische Methode zur Duraffidp der Gensequenzierung, die
.Expressed Sequence Tags" (EST), und publiziert6518as Genom vorMycoplasma
genitalium (Fraseret al, 1995). Im selben Jahr erschien die Publikation Patrick Brown
uber die DNA-Microarrays, eine Methode zur Untelsuwy der Genexpression vieler Gene
gleichzeitig (Schenat al 1995). Das menschliche Genom wurde 2001 publifnhteret al,
2001), allerdings nicht luckenfrei, das Projekt dauoffiziell erst 2003 abgeschlossen; 2006
veroffentlichteNature in einer speziellen ,Human Genome Collection* e@mmlung von

Publikationen zur Sequenzierung jedes Chromosoms.

3.1.2 DNA als Informationstrager

Die sichtbaren Eigenschaften eines Organismus dezei man als Phanotyp, und die
genetischen Faktoren, die daftir verantwortlich ,simhnt man Genotyp. Der Satz von Genen
eines Individuums reprasentiert seinen Genotypege@en besteht aus einer Sequenz von
Basen, die im Allgemeinen fir eine Abfolge von AmsAuren und damit fur ein bestimmtes
Protein codieren. Die Eigenschaften der Gene wukaenGregor Mendel vor mehr als 100
Jahren beschrieben; er bezeichnet die Gene alsmghie* die unverandert an die
Tochtergeneration weitergegeben werden. 1941 ekdlten George Beadle und Edward
Tatum die ,Ein-Gen-ein-Enzym-Hypothese” (Beadkeal, 1941), die besagt, dass jeweils 1
Gen fur die Bildung 1 Enzyms verantwortlich iste ®nthielten daftir 1958 den Nobelpreis flr
Physiologie oder Medizin. Den Beweis, dass tatséthéin Gen ein bestimmtes Protein
codiert, erbrachte Vernon M. Ingram 1957 (Ingra857), allerdings wurde die ,Ein-Gen-ein-
Enzym-Hypothese* zur ,Ein-Gen-ein-Protein-HypotHeswdifiziert. Heute wissen wir, dass
durch das alternative SpleiBen ein Gen unterscbiemll Proteine codieren kann, die

regulatorischen Mechanismen hierfir sind aber maciit vollstandig geklart.

3.1.3 DNA: Struktur und Eigenschaften

Die DNA ist ein fadenformiges Molektl (Polymer) avglen Nukleotiden. Jedes Nukleotid

bestent aus einer von vier Basen (Thymin, Adeninjto§in oder Guanin), einer

7



Einleitung

Phosphatgruppe und einem Zuckermolekil (Desoxyepogin DNA-Molekll besteht aus
zwei  Einzelnukleotidketten  (Doppelhelix). Phosplestiergruppen  verbinden  die
Mononukleotide eines Einzelstranges, und die Basehinden die zwei Einzelstrdnge durch
Wasserstoffbriicken (Abb. 1).

N= ( # M 5 2-Desoxy-P-D-Ribose

| Cytosin

W c\)

—O

Phosphat
)

Coony

Abb. 1 Schematische Darstellung eines DNA-
Abschnittes (http://de.wikipedia.org)

Die Sekundarstruktur der DNA, die Doppelhelix, wadrch hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen benachbarten Basenpaaren stabilisiertdignBhosphatgruppen geben der DNA die
negative Ladung. Die DNA ist unter neutralen pH-lBgdngen negativ geladen, manche
molekularbiologische Methoden machen sich diesgeSchaft zu Nutze, wie zum Beispiel
die Agarose-Gelelektrophorese, bei der die DNA tiaicken nach ihrer Gréf3e getrennt wird
(Adkinset al, 1996).

Eine andere sehr wichtige Eigenschaft der DNAist\ioglichkeit zu ,Denaturieren”, d.h. zur
Separation der Einzelstrange, die zuvor eine Ddgligl ausgebildet hatten. Dies kann unter
anderem durch eine Temperaturerh6hung erfolgenBBg=n Adenin und Thymin sind durch
zwei und Cytosin und Guanin durch drei Wasserstoéken verbunden; deshalb haben DNA-
Abschnitte mit reichem Guanin-Cytosin-Gehalt eihéheren Schmelzpunkt. Die Temperatur,
bei der die Halfte der DNA einzelstrangig vorliegennt man 7}, fallt die Temperatur unter
die Ty, lagern sich die Einzelstrdnge wieder aneinanBas Schmelzen der Einzelstrange
nennt man Hybridisierung oder Denaturierung und d#¢ederaneinanderlagern
Rehybridisierung oder Renaturierung. Die Zugabe Adiali ist andere Moglichkeit, die DNA
zu denaturieren, dabei werden der DNA die Protdiiewlie Bildung der Wasserstoffbrticken
entzogen, so reichen die Kréfte nicht mehr aus, diennegative Abstol3ung des Zucker-
Phosphat-Ruckgrates zu kompensieren, und die ®réeigen auseinander. Diese Eigenschaft

ist die Grundlage mehrerer analytisch-praparativethoden wie Plasmid-Isolation (Liat al,
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1999), Southern Blot (Southern, 1975)-situ-Hybridisierung (Gallet al, 1969), alkalische
Sucrose-Gradienten-Sedimentation (McGrethal, 1996), alkalische Entwindung (Ahnstrém
et al 1974), alkalische Filterelution (Kohn, 1996) wml#lalische Mikroelektrophorese (Singh,
2000). Die DNA besitzt auch die Eigenschaft, UVHtieu absorbieren. Die heterozyklischen
Ringe der Nukleotide absorbieren mit einem Maximibe& etwa 260 nm, wobei die
Absorption einzelstrangiger DNA ist etwa 2x hohksrdie von doppelstrangiger DNA ist. Die

Denaturierung der DNA lasst sich dank dieser Eigeaft in einem Photometer verfolgen.

3.2 DNA-Schaden

Die eukaryontische Zelle wird mit mehr als 50.008A3Schaden pro Tag konfrontiert. Diese
konnen sehr vielgestaltig sein. Sie kdnnen in dateZspontan auftreten (,endogene DNA-
Schaden®, z.B. Desaminierung und Depurinierungd@on der Basen, Methylierung) oder
durch physikalische Einwirkungen wie Bestrahlung tdV- oder ionisierenden Strahlen,
durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS), chemisabst&nzen inklusive Nahrungsbestandteile
oder Medikamente (Chemotherapie), bzw. durch Mikganismen induziert werden
(,exogene DNA-Schaden®). Prinzipiell kbnnen DNA-&den repariert werden. Unreparierte
bzw. unzureichend reparierte Schaden fuhren zu thMuotn, Transkriptions- und
Replikationsblock, Apoptose, Nekrose, chromosonfherrationen, DNA-Amplifikationen,
Mutationen, Verlust der Zellteilungskontrolle (Ksglund Missbildungen beim Embryo/Feten
(Teratogenese). AuRerdem kénnen DNA-Schaden irkeéémzellen zu erblichen Syndromen
fuhren (Abb.2).
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X-rays [ (Transient)
Oxygen radicals UV light X-rays Replication —_— celc\fcyc\e
Alkylating agents Polycyclic aromatic  Anti-tumour agents R — e

Spontaneous reactions hydrocarbons (cis-Pt, MMC)

Inhibition of:
= Transcription
b | * Replication —>» Apoptosis

+ Chromosome (cell death)
segregation
Uracil (6-4)PP Interstrand cross-link A-G Mismatch
Abasic site Bulky adduct Double-strand break T-C Mismatch
8-Oxoguanine CPD Insertion
Single-strand break Deletion
Base-excision Nucleotide-excision Recombinational Mismatch repair Mutations
repair (BER) repair (NER) repair (HR, EJ) Chromosome

aberrations

==

Abb. 2 DNA-Schaden: Mechanismen und FolganBeispiele flr genotoxische Agenzien (oben), die ihnen
induzierten DNA-Schaden (Mitte) und die Reparatwiamismen, um sie zu beseitigen (untén)-olgen der
DNA-Schaden: Zellzyklusarrest (oben), Apoptose @Jitind Altern oder Krebs (unten). (Hoeijmakers, D00

3.2.1 Endogene DNA-Schaden

3.2.1.1 Desaminierung und Depurinierung

Die Deaminierung von DNA-Basen und die Depurinigrowon DNA sind zwei chemische
Reaktionen, die in der Zelle spontan, d.h. niclayematisch ablaufen kénnen. Bei der
Desaminierung handelt es sich um die Abspaltungreéminogruppe (-Nk); so wird Cytosin

in Uracil ungewandelt bzw. 5-Methylcytosin in ThymiUracil ist keine DNA-Base, sondern
ist Bestandteil von RNA. Thymin ist hingegen eDNA-Bases, paart sich jedoch nicht mit
Guanin (wie Cytosin), sondern mit Adenin. Bei deeprinierung wird die glykosidische
Bindung zwischen Purin-Base und Desoxyribose hytisah getrennt und es entsteht eine
apurinische/apyrimidinische Stelle (AP-L&sion). B&d geschatzt, dass durch spontane
Basenhydrolyse taglich bis zu 10.000 AP-StelledanDNA einer Zelle entstehen (Aktoriet

al, 2005)
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3.2.1.2 Oxidation von Basen

Hydroxyl-Radikale werden als die wichtigsten cherthen Agenzien angesehen, welche eine
DNA-Schadigung durch Oxidation vermitteln. Diesaséehen in der Zelle unter anderem aus
Superoxid, einem Nebenprodukt der Atmungskette, clesd zu Wasserstoffperoxid
weitermetabolisiert wird. Die wichtigste und am figsten auftretende Basenveranderung ist
die Oxidation von Guanin. Durch den Angriff von Obuf das C8 des Guanins entsteht 8-
Oxo-Guanin (Abb.3); dieses paart sich wahrend daliRation bevorzugt mit Adenin (tGber
Hoogsteen-Basenpaarung) — und nicht nur mit Cytesind kann Transversionen verursachen
(G:C> TA).

_N R N= %N
® \(\1 N {N—H-o R

Abb. 3 8-Oxo-Guanin (links) paart sich mit Adenin (Mitiajer mit Cytosin
(rechts). (http://sundoc.bibliothek.uni-halle.ds&dbnline/05/06H008/t2.pdf)

O 2 7// O - Hy" o 0--H—N

/L | }o N \ § N N—H--N
HNT ONT N
R

3.2.1.3 Methylierung

Die Methylierung ist ein naturlicher Prozess dell&Zenit einer regulatorischen Funktion. In
humanen Zellen Ubertrdgt das Enzym DNA-Methyltrarede eine Methylgruppe an
Cytosinreste in CG-Dinukleotiden, es entsteht 5HyleCytosin. Die Methylierung der DNA
dient in eukaryontischen Zellen dem Ausschalten @amen und damit der Regulation der
Genexpression.

Eine pathologische Wirkung hat die Methylierung, nwe Genabschnitte hyper- oder
hypomethyliert werden, dadurch werden Genen aktjvidie inaktiv bleiben sollten und
umgekehrt. Die Mechanismen der DNA-Methylierungdsim Tumoren haufig verandert. Die
lokale Hypermethylierung fuhrt zu einer Inaktiviagivon Tumorsupressorgenen, wahrend
eine globale Hypomethylierung eine Aktivierung vechadlichen DNA-Elementen bewirkt,

die eine Destabilisierung des Genoms zur Folgerhkben (Johneast al, 2007).
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3.2.2 Exogene DNA-Schaden

3.2.2.1 Strahlen

Man unterteilt energiereiche und ionisierende $&raim elektromagnetische (UV-, Réntgen-,
Gamma-) und korpuskulare{, B-, Hohen-) Strahlen. Die Energiedosis ionisierergteahlen
mit der Einheit Gray (Gy =J/kg) gemessen. Die [8&mawirkung manifestiert sich auf
zweierlei Weise: direkte und indirekte Wirkung. Bntirekter Strahlenwirkung versteht man
physikalische Ereignisse der Strahlungsabsorpitia, Gber intramolekulare Reaktionen zu
Anderungen von Struktur und Funktion eines MoleKilgren. Die indirekte Wirkung ist auf
chemische Wechselwirkung mit freien Radikalen zkraéihren, die im Zuge der

sogenannten Radiolyse des Wassers in wassriger timgentstehen:

HO --- Bestrahlung --> H+ OH (Spaltung)

Diese Radikale verursachen schwere Schéaden anNar Pro 100 eV absorbierter Energie
werden etwa 4 Wassermolekule zerstort (Adam, L4 gferk, 1995).

Wird DNA in wassrigem Milieu bestrahlt, wird zumeisur ein Nukleotidstrang der DNA
durch ein Radikal angegriffen; es entstehen prififizelstrangbriiche. Nur wenn zufallig
Einzelstrangbriche auf den beiden Strangen gegeiiéter wenige Nukleotide voneinander
entfernt) liegen, kommt es zu einem Doppelstrangb(itzel-Landbeck und Hagen, 1976).
Aus Versuchen an Ratten ergibt sich als Abschatzdags durch Bestrahlung mit 3 Gy im
Genom einer diploiden Zelle etwa 1.000 Einzelstbmiighe und etwa 60 Doppelstrangbriiche
erzeugt werdefMitzel-Landbeck und Hagen, 1976).

Bei der UV-Schadigung von DNA handelt es sich uneghotoinduzierte Cycloaddition, das
hei3t durch die Aufnahme eines Lichtquants wird Dappelbindung zwischen dem C5- und
dem C6- Atom von zwei benachbarten Thymin-Basegehdben und es bilden sich zwischen
den C5- und den C6-Atomen der beiden Molekile Hmadungen aus. Die entstehenden
Thymin-Dimere verursachen eine gravierende Strékiderung in der DNA und blockieren

somit die Replikation und Transkription an diesésll8n.
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3.2.2.2 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS)

Oxidativer Stress wird durch RO$&éctive oxygen specieausgeldst. Zu den ROS gehéren
radikalische (wie das Hydroxyl-Radikal OHsowie nicht radikalische Sauerstoffspezies (z.B.
H,O,). Endogen entstehen ROS aus normalen oxidativeifwetchselreaktionen. Abgesehen
von Protein- und Lipidoxidation finden in der ZeReaktionen der ROS mit der DNA statt.
Bis heute sind Uber 100 verschiedene DNA-Modifika¢in identifiziert worden (Hoeijmakers,
2001). AuRerdem tragen exogene Faktoren zu erhoKimzentrationen an reaktiven
Sauerstoffspezies bei, z.B. elektromagnetischéhlbing, UV-Strahlung, Umweltnoxen, einige
Stoffe in der Nahrung sowie chemische SubstanzerewB. Morpholinosydnonomine (SIN-1)
(Abb.4). SIN-1 geht in wassriger Losung unter Rifiggng in N-Morpholino-N-
nitrosoaminoacetonitril  (SIN-1A)  Uber, das  StickBtmnoxid (NO) unter
Sauerstoffbeteiligung spontan freisetzt (Feelisk998). NO reagiert mit Superoxid, und es
entsteht Peroxynitrit (ONOQ, welches oxidative DNA-Schaden (Burney al, 1999) und
DNA-Strangbriche (Szalet al, 1996) induziert.

Abb. 4: Strukturformel von Morpholinosydnonimine (SIN-1)
(http://www.biomoleurope.com/SiteData/docs/prodatadC
N245.pdf

3.2.2.3 Alkylierende Agenzien

Alkylierende Agenzien sind allgemein organischebiiedungen, die Alkylgruppen auf andere
Verbindungen Ubertragen kénnen. Zu dieser Gruppendther Substanzen gehdren Senfgas
(Stickstoff- und Schwefellost), Epoxide;Chlorether, Dialkylsulfate uni-Nitrosamine und -
Nitrosamide (MNNG, MMS) (Abb.5). Nitrosamine zef&al in Wasser spontan zu
Diazohydroxiden und Carbokationen und kdnnen mit dder O-Atomen in der DNA
reagieren, wobei das AusmaR der Bildung von Saféaktylierungen, wie z.B. &
Alkylguanin, nicht mehr als 8 % der gesamt-Alkyling der DNA betragt (Aktories, 2005).
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H,C—O OX N
) H
S0O;CH, CH

Abb. 5 Strukturformeln von MMS, Methylmethansulfonat K&) und MNNG,
N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitroso-Guanidin  (rechts) (httideposit.ddb.de/cgi-
bin/dokserv?idn=983173699&dok_var=d1&dok_ext=pdf&fiame=9831736
99.pdf)

Ein Sonderfall der Alkylierung ist die Methylierun@urch das Anfluigen einer zuséatzlichen
Methylgruppe an Guanin entsteht eine geradezu sidels” zu nennende DNA-Schéadigung,
namlich O-Methylguanin. Diese macht zwar nur 8 % der Geslayitarung aus, stellt aber
aufgrund der ausgepragten Fehlpaarungseigenschaitdrmhymin eine wichtige pramutagene
Lasion dar (Aktoriegt al, 2005).

3.2.2.4 Endotoxine: Lipopolysaccharide (LPS)

Lipopolysaccharide (LPS) sind relativ thermostabiMerbindungen aus lipophilen

fettdhnlichen (Lipo) und hydrophilen Zucker-Bestailen (Polysacchariden) der

Zellmembran Gram-negativer Bakterien. Beim Zerfddlr Bakterien werden Teile davon

freigesetzt und aktivieren das Immunsystem; diesiée Toezeichnet man als Endotoxine. Sie
gehoren zu den pyrogenen (Fieber erzeugenden) ézlest und stimulieren Monozyten,

Makrophagen, neutrophile Granulozyten, Thrombozyted Endothelzellen. Die Aktivierung

der Immunzellen induziert DNA-Strangbriche (Heytal, 1996) und Apoptose (Bannerman
et al, 2003).

3.2.2.5 Krebs-Chemotherapeutika

3.2.2.5.1_DNA-Interkalatoren
DNA-Interkalatoren sind flache aromatische Ringsys, die sich zwischen Basenpaaren

»einschieben* konnen. Durch ihre positive Laduniplgt zunachst die schnelle Bindung an
das DNA-Rickgrat, und in einem zweiten Schritt kgtfadie Interkalation. Der Komplex
Interkalator—DNA wird durch nicht-ionische Wechsgkungen stabilisiert. Eine ganze Reihe
von Interkalatoren wird in der Chemotherapie zuelbabehandlung eingesetzt (Wheettal,
2007). Manche Interkalatoren besitzen aul3erdentifumdde Gruppen, die DNA-Strandbriiche
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induzieren und die DNA zusatzlich schadigen, wig zlas Antibiotikum Bleomycin (Aktories
et al, 2005).

3.2.2.5.2 _Crosslinkér

Manche Substanzen reagieren mit zwei verschiedeaositionen der DNA und fiihren zu einer
Quervernetzung (Crosslink). Dies kann innerhalbsdib®n Stranges (Intrastrang-Crosslinks)
oder zwischen beiden Strangen (Interstrang-Crdsglipassieren. Crosslinks blockieren die
Replikationsgabeln und kénnen somit zum Zelltodréiih Zwei gut untersuchte Crosslinker
sind Cisplatin und Mitomycin C. Cisplatin ist seaehr als 30 Jahren bekannt, und man hat es
erfolgreich in der Therapie bei Lungenkrebs und ®ren des Urogenitaltraktes eingesetzt
(Cohen et al, 2001). Mitomycin C wurde 1958 auStreptomyces caespitosusoliert.
Abgesehen von seiner Wirkung bei Krebs als Chemapleeitikum kann es auch eingesetzt
werden, um (Uberschiel3ende) Narbenbildung zu veeneiAktuelle Forschungsprojekte
beschaftigen sich mit der moglichen Rolle von Miy@mn C in der Wundheilung (Scheithauer
et al, 2007).

3.2.2.5.3 Topoisomerase-Inhibitoren

Topoisomerasen sind Enzyme, welche die Topologie DNA verandern koénnen. Die
Topoisomerasen vom Typ | (Topo | und Ill) verursawATP-unabhéngig die Entstehung und
das WiederverschlielRen von DNA-Einzelstrangbriche&ihrend die Topoisomerasen Typ i
(Topo Il bei Eukaryonten bzw. Topo IV und Gyrase Bakterien) ATP-abhéngig transiente
DNA-Doppelstrangbriiche einfihren. Mehrere Substanzend bekannt, welche die
Topoisomerasen in einem kovalenten Komplex an déA Besthalten und somit ihre Funktion
inhibieren (Champoux, 2001). Diese Substanzen wealte Chemotherapeutika gegen Krebs
eingesetzt (Abb. 6).

3.2.2.5.3.1 Camptothecin

Camptothecin ist ein Extrakt von dem chinesischeurB Camptotheca acuminataDie
Entwicklung von Camptothecin als Chemotherapeutikuerlief anfangs wegen seiner
niedrigen Loslichkeit nur zégerlich. Heute sind megh wasserlésliche Camptothecin-Analoga
bekannt, die eine signifikante klinische Aktivitétewiesen haben (Rothenberg, 1997).
Camptothecin bindet an diese Topoisomerase |, sodiase zwar die DNA schneiden, aber
nicht wieder zusammenfiigen kann. Somit entsteheA-BMzelstrangbriiche.
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3.2.2.5.3.2 Etoposid

Etoposid wird aus der Wurzel des amerikanischen apfals, Podophyllum peltatum
gewonnen. Es hemmt das Enzym Topoisomerase |l uadursacht dabei DNA-
Doppelstrangbriiche. Die Hemmung der Topoisomerasaktlviert die Zellzyklus-Check-
Point-Signalkaskade und wirkt sich auf die Genesgian aus (Montecuca al, 2006).

/

HO O

Abb. 6 Strukturformeln von Camptothecin (links) und Etapgogechts)
(http://de.wikipedia.orc

3.2.2.6 Labor-Chemikalien

Es gibt eine ganze Reihe von Chemikalien, die memi molekularbiologischen Labor zum
Alltag gehoéren und aufgrund ihrer Wirkung auf diBl& gesundheitsschadlich bis giftig sind.
Ethidiumbromid, SYBRgreen, DAPI und weitere Subztan kénnen DNA-Schaden
hervorrufen und wirken oft mutagen, karzinogen oddf teratogen. Andere kénnen direkt
oder indirekt die DNA angreifen und chemisch vegindDie molekularen Mechanismen sind
in vielen Féllen nicht vollstandig verstanden.

Dimethylsulfoxid (DMSO) ist ein organisches Lésumijgel, welches in der Biologie unter
anderem fir die Kryopraservierung von Zellen odas d.dsen verschiedener Substanzen
benutzt wird. Es ist bekannt, dass es ab einemresén Konzentration Apoptose (Chatestu
al., 1996) und DNA-Strandbriiche (Solvagal, 1984) induziert.
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3.3 DNA-Reparatur-Mechanismen

Alle Zellen besitzen eine grol3e Zahl verschiedeDBiA-Reparatur-Mechanismen, welche
haufig sehr spezifisch fur eine bestimmte Art vah&len sind. Fehler bei der DNA-Reparatur
der Zelle kbnnen zu Mutationen, genomischer Initabioder Zelltod fuhren (Ataiaet al,
2006).

Durch direkten ,Reversion® von DNA-Schadewerden methylierte Basen (wie °O

Methylguanin) durch eine spezifische Methyltrangéer unter Wiederherstellung der
urspringlichen Base (Guanin) demethyliert. Das HBEnzydient gleichzeitig als
Methylgruppenakzeptor und wird im Zuge der Reakiimaktiviert.

In der Nucleotid-Exzisions-Reparat(iNER) werden unterschiedliche veréanderte Basem, di

die DNA-Doppelhelix verzerren, durch einen ,Schad@rtungs-Mechanismus® identifiziert.
Ein Oligonukleotid von 27 bis 29 Nukleotiden wirdirdh die konzertierte Aktion von zwei
spezifischen Endonukleasen aus der DNA herausgéschnDie DNA-Polymeraserd/s
synthetisiert das fehlende DNA-Stiick und die DNAgdse | ,versiegelt den verbleibenden
Einzelstrangbruch. Der genotoxische Effekt von WyaBlung wird in humanen Zellen
hauptsachlich durch Nucleotid-Exzisions-Reparaarhindert (Dawret al, 1999).Xeroderma
pigmentosum(XP), das Cockayne-Syndrom (CS) und Trichothiodystie (TTD) sind
genetische Stérungen in der NER-Regulation mit rgoteedlichen Phanotypen (Lehmann,
2003). Eine Fehlfunktion in den XP-Genen A-G soimiglen CS-Genen A und B ist fur diese
drei Krankheiten verantwortlich (Auerbach, 1997).

Xeroderma pigmentosurfXP) ist eine seltene, rezessiv vererbte Krankligé weltweit mit

einer Frequenz von 1:250.000 auftritt. Sie maneestsich in einem 2000-fach erhdhten
Hautkrebsrisiko und andere starken Hautlasioneliciiexponierten Hautpartien (Lichogt
al., 2007).

Das Cockayne-SyndroniCS) ist eine seltene, rezessiv vererbte Kranklté mit einer

Frequenz von 1:100.000 vorkommt. Diese Patiented kieinwichsig, altern schneller und
reagieren Uberempfindlich auf UV-Strahlen, habetogd kein erhdhtes Krebsrisiko (Arenas-
Sordoet al, 2006).

Trichothiodystropie(TTD) ist eine seltene, rezessiv vererbte Krarnkimeit Trichorrhexis

nodosa (durch vermindertem Schwefelgehalt der Haatdautveranderungen und
Photosensitivitat (Bottat al, 1998).
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Basen-Exzisions-Reparatur-Mechanismen (BE&)d in der Evolution hochkonserviert
(Krokan et al, 2000). Eine verédnderte Base wird durch DNA-Babgwmgylasen von der
Desoxyribose hydrolytisch abgespalten, und an daritsentstehende basenlose Stelle wird

durch eine Endonuklease eingeschnitten. Fur died®vierstellung der urspringlichen DNA-
Konfiguration sind die DNA-Polymeras@nbzw. d/e und DNA-Ligasen Il bzw. | zustandig.
Bei Lungenkrebs kann das ebenfalls am BER beteil)g-ray cross-complementing group 1
protein® (XRCC1) defekt sein (Divineet al, 2001). Das Ausschalten wichtiger BER-
Reparatur-Proteine induziert embryonale Letalitéadijmakers, 2001), was die grundlegende
Bedeutung dieses Reparaturpfads belegt. Ein weitateressantes Protein ist die Poly(ADP-
Ribose)-Polymerase-1 (PARP-1), die an verschiedgoigysiologischen Vorgangen, aber
insbesondere der Basen-Exzisions-Reparatur (BERY wer Aufrechterhaltung der
genomischen Stabilitat beteiligt ist (Burkle, 2006)nter Poly(ADP-Ribosyl)ierung versteht
man die Bildung von protein-konjugierter Poly(ADEbBse) im Sinne einer
posttranslationalen Modifikation von nukledren Apte-Proteinen. Als Substrat dient NAD
Bei der Reaktion wird Nicotinamid freigesetzt. Hely(ADP-Ribosyl)ierung ist eine sofortige
zellulare Antwort auf DNA-Strangbriiche (Beneke Widkle, 2007).

Die Fehlpaarungen zwischen den DNA-Strangen, diehdiReplikationsfehler verursacht
werden, werden durch Mismatch-Repardtarrigiert. Die Proteine hMSH2/6 und hMSH2/3
binden an die Fehlpaarung und ,rekrutieren” dieté&tn@ hMLH1 und hPMS2. Der Komplex

aktiviert eine ganze Reihe weiterer Proteine, damupob/e, RPA, PCNA, RFC, Exonuclease
1 und FEN1 (Hoeijmakers, 2001).
Fur die Reparatur von Doppelstrangbriichen (DSBii@nDNA gibt es zwei Mechanismen:

Homologe RekombinatiofHR) und ,non-homologous end joining* (NHEJ). Dladsomologe

Rekombination werden DNA-Briche fehlerfrei unterhdienahme eines weiteren DNA-
Stranges mit identischer (homologer) Sequenz regiatvdhrend beinmon-homologous end

Jjoining nicht-homologe DNA-Enden verbunden werden. Im Gsg& zu HR treten bei NHEJ
relativ haufig Fehler auf. So werden zum Beispiethh zusammengehdrende Enden
verbunden, was zu Translokationen (Chromosomenwniagen) fuhrt, oder es kommt zu

Mutationen an den Verknupfungsstellen.

Des weiteren sind diverse DNA-Reparatur-relevanteteihe Uber Erbkrankheiten mit

hochcharakteristischem Phanotyp identifiziert worde
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Das _Werner-SyndrorfWS) ist eine autosomal, rezessiv vererbte Kramkkierursacht durch
Mutationen imWRN Gen, das fiur eine DNA-Helikase kodiert (Chenal, 2003). Diese
Krankheit ist gekennzeichnet durch das vorzeitigeuftrteten von typischen

Alterserscheinungen und -Krankheiten und manifdssieh nach der Pubertat.

Ataxia telangiectasigAT) ist eine seltene, rezessiv vererbte Krankheg@rursacht durch

Mutationen imATM Gen. Diese Krankheit ist gekennzeichnet durch ifliendegeneration,
Immundefizienz, erhdhte Strahlenempfindlichkeit|lZgélusstérungen, genetische Instabilitat
in somatischen Zellen und erhdhtes Krebsrisiko ifSlapet al,, 1995).

Fanconi-Andmie (FA) ist eine seltene, rezessiv vererbte Krankhegrursacht durch

Mutationen in einem von mehreren Fanconi-Anamiedbe(FA-Gene). Diese Krankheit ist
gekennzeichnet durch eine Knochenmarksaplasiehaies Myelodysplasie- und Leukéamie-
Risiko und eine zellulare Hypersensitivitat gegesrtBrosslinker (Bagbgt al., 2006)

BRCA1 und BRCAZ2 spielen eine wichtige Rolle bei d#R. Der Funktionsverlust dieser
Proteine erhoht das Risiko fur Ovarial- und Brushg (Levy-Lahadet al, 2007). Aber
andererseits kann die Tatsache, dass diese Krihskeine HR durchfihren kdnnen, bei der
Krebs-Chemotherapie genutzt werden: Das zusatzlgloekieren der BER mit PARP-1-
Inhibitoren macht die Krebszellen empfindlicher gegber (endogene) DNA-Schadigung als
das gesunde Gewebe, das die DNA-Doppelstrangbriiicimer noch mittels HR reparieren
kann (Bryantt al, 2005).

3.4 Methoden zur Messung von DNA-Strangbriichen un®NA-Reparatur

3.4.1 y-H2AX-Immunfluoreszenz-AssayRothkammnet al, 2003):

Einer der frihesten Schritte in der zellularen Asrtwauf DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) ist
die Phosphorylierung des Histons H2AX am Serinr@89. Mit einem spezifischen
fluoreszenzmarkierten Antikérper gegen die phosgiate Form dieses Histons kénnen Foci

an den Stellen von DSB detektiert werden. Es wiadod ausgegangen, dass mit dieser
Methode sich selektiv DNA-Doppelstrangbriiche de¢e&h lassen (Abb. 7).
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Abb. 7 Darstellung von DNA-DSB mity-H2AX-Immunfluoreszenz-Assay Links: DAPI-DNA-Farbung;
Mitte: Foci-Farbung; rechts: Uberlappung. (M. Marevillanueva, nicht versffentlicht)

3.4.2 Alkalische Filterelution(Kohn, 1996):

Bei der alkalischen DNA-Filterelution werden die BMtrange durch Aufbrechen der
Wasserstoffbriicken zwischen den Basenpaaren vordgnagetrennt. Da beide DNA-
Einzelstrange negativ geladen sind und gleiche hgem sich abstoRen, kdnnen die
Einzelstrange auseinanderdriften und durch die iPeires Membranfilters hindurchgleiten.
Die Kinetik der Elution ist dabei unabhéangig vorlZahl und Lange der DNA-Stlcke. Es hat
sich gezeigt, dass die DNA-Strange nicht kompletivanden sein mussen, um durch die
Poren zu gelangen, allerdings wurde festgesteltts @ine Elution doppelstrangiger DNA nicht
madglich ist, da die Poren verstopfen. Der Anteil @inzelstrangiger DNA, die bei diesem
Vorgang entsteht, héangt von der Anzahl der ursgieimg vorhandenen DNA-
Einzelstrangbriche ab.

3.4.3 Alkalische Sucrosegradienten-SedimentatidhcGrath und Williams, 1996):

Die einzelstrangigen DNA-Fragmente werden hier etstteines Zuckergradienten nach

Molekulargewicht getrennt.

3.4.4 Alkalische MikrogelelektrophoreggComet Assay*, Singlet al, 1988):

Das Prinzip des ,Comet Assay“ beruht auf der usteesllichen Laufgeschwindigkeit
verschieden grol3er DNA-Fragmente im Agarosegelrudéan Einfluss eines elektrischen

Feldes (Gelelektrophorese). Die Zellen werden geasth behandelt und dann ein ,low-

20



Einleitung

melting” Agarosegel eingebettet und direkt odertnamer Reparatur-Inkubationszeit lysiert.
Die DNA wird unter alkalischen Bedingungen entwumd@nschlieRend wird eine Mikro-
Gelelektrophorese durchgefuhrt wobei die kleindd®&A-Fragmente schneller durch das Gel
wandern als grof3e. Die DNA-Fragmente werden miiditmbromid (Fluoreszenzfarbstoff)
angefarbt und unter dem Mikroskop analysiert. Diéslen haben zu diesem Zeitpunkt das
Aussehen eines Kometen, daher der Name ,,Comet Ag&hlp. 8).

Die Detektion von DNA-Brichen ist abhéngig von whiedenen Parametern, einerseits von
der Agarosekonzentration, dem pH-Wert, der Temperahd der Dauer der alkalischen
Entwindung, anderseits von der angelegten elek&iscSpannung und der Dauer der
Gelelektrophorese (Hartmaenal, 2003).

Bei einer Variante dieser Methode, der neutralekrddjelelektrophorese (bei pH 8,5), geht

man davon aus, dass sie spezifisch DNA-Doppelstréiche (DSB) detektieren kann.

Abb. 8 Darstellung des Zellkerns nach dem ,Comet Asay“. Links: Kern einer Zelle bei einer
Energiedosis von 0 Gy. Rechts: Komet-Struktur beeeEnergiedosis von 1 Gy. (M. Moreno-
Villanueva. nicht veroffentlich

Methode Empfindlichkeit Rontgenstrahlen-Dosis
in Briiche/Daltons DNA in Gy*
Alkalische Sucrosegradienten-Sedimentation 1 Brae®)x16 5,00

Nukleotidsedimentation 1 Bruch/2x10 0,33

| |
| |
Alkalische Elution | 1 Bruch/(2-3)xf0 | 0,30
| |
| |
| |

Alkalische Gelelektrophorese 1 Bruch/3%10 0,30
Alkalische Entwindung 1 Bruch/(6-9)x10 0,10
Alkalische Mikrogelelektrophorese 1 Bruch/2*%40 0,032

Tab. 1 DNA-Bruch-Messmethoden und ihre Empfindlichleit bei der Detektion von Strangbriichen Die
alkalische Mikrogelelektrophorese ist hier die emgifchste Methode (nach Singh, 2000).
* Niedrigste notwendige Rontgenstrahlen-Dosis vizicher DNA-Strangbriiche detektieren werden kdnnen
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3.4.5 FADU-Assay(Birnboim und Jevcak, 1981):

FADU steht furEluorometric_analysis of INA winwinding (fluorimetrische Analyse der DNA-
Entwindung). Eine Vor-Form dieses Assays war benaiin Ahnstrom und Edvardsson (1974)
beschrieben worden. Diese Methode macht sich dieigtiung von DNA-Doppelstrangen
unter kontrollierten alkalischen Bedingungen zuaut2ie DNA wird in alkalischer Losung
partiell entwunden. Die Entwindung ist von der Zeiém pH-Wert, der Temperatur und der
Anzahl an Strangbriichen abhéngig. Da die Entspiealing nur an offenen Stellen der DNA
stattfinden kann, ist der Umfang von insgesamt antligner DNA eine Funktion der Anzahl
an ,offenen Stellen* in der DNA gibt. Diese sind: htBmosomenenden, DNA-
Replikationsgabeln und DNA-Briche (Einzel- und Delsprangbriche), die direkt als
Ausdruck von DNA-Schadigung bzw. indirekt im Rahmean DNA-Reparaturaktivitat
entstanden sind.

Um die DNA aus dem Komplex mit Histonen freizusataend fur die Alkalibehandlung
zuganglich zu machen, werden die zu untersuchedeédan zunachst in Anwesenheit von
hochkonzentriertem Harnstoff lysiert. Es folgt diegabe von Alkali (NaOH) in limitierender
Konzentration und unter kontrollierten TemperatyH- und Zeitbedingungen. Hierbei ist
absolut kritisch, dass die DNA im Lysat keinerlah8rkraften ausgesetzt ist, da dies zur
artifiziellen Erzeugung zusatzlicher DNA-Briiche ffiéh wiirde. Die scherungsfreie Zugabe
der alkalischen Losung wird durch sorgfaltigesmischungsfreies Uberschichten des Lysats
erreicht. Aus der so entstandenen Oberphase diftindaOH dann in die Lysat-Phase. Die
Entwindung wird nach einer optimierten Wirkungszeitlurch Zugabe eines
Neutralisationspuffer angehalten. Daraufhin wirdmd&elllysat ein Fluoreszenzfarbstoff
zugegeben, welcher Wechselwirkungen mit der doppeigigen DNA eingeht und so ein
Fluoreszenzsignal abgibt (Abb. 9).
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Abb. 9 Ablaufschema des FADU-Assays mit Darstellungder physikalisch/chemisch/biochemischen
Vorgénge. Links (gelber Kasten) sind die Zellen dargestelit. der Mitte sind DNA-Doppelstrange mit
zunehmender Schédigung (hellgrauer Kasten) bzwelmaenden Entwindungsgrad (blauer Kasten) dargestell
Die kleinen Kreise (dunkelgrauer Kasten) repraseeti Farbstoffmolekiile (gelb = kein Fluoreszenzaigmd
grun = Fluoreszenzsignal). Ty &nd B sind Kontrollen. T ist der einzige Ansatz, dem direkt nach dem Lyse-
Schritt die Neutralisation folgt, so dass eine Entluing durch NaOH niclstattfindet. Dieser Ansatz entspricht
per definitioneml00 % Fluoreszenzsignal. Bei dem Kontrollansataviid die Entwindung zugelassen. Dieser
Ansatz entspricht den physiologischen ,Strangbmedingungen®, d.h. er erfasst Chromosomenenden und
Replikationsgabeln. Ansatz B ist eine dritte KoléroDie DNA-Schadigung ist hier so groR3, dass gesamte
DNA-Doppelstrang entwunden wird und somit kein Faszenzsignal ergibt. DigfAnsatze (B,P,,Ps,Ps....R)
sind die nach DN-Schadigung zu messenden Proben (© M. Mc-Villanueva, nach Pfeiffer, 200
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3.5 Zink (zn*)
Zink ist ein Ubergangsmetall mit der Wertigkeitstu®+ und gehort zu den essenziellen

Spurenelementen. Seine 3d-Schale ist voll besta#ann deshalb kein Elektron abgeben oder

aufnehmen und ist daher nicht an RedoxaktivitatGegensatz zu Kupfer und Eisen) beteiligt.
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3.5.1 Verteilung im Korper

Der Korper eines erwachsenen Menschen enthalt Zzdkg(lbset al, 2003). Zink ist in allen
Korpergeweben zu finden: 85 % in Knochen und Muskéll % in der Haut und Leber
(Tapieroet al, 2003) und weniger als 0,2 % im Plasma (Brown,8)9t der Zelle ist die
Zinkkonzentration in pM- bis nM-Bereich (Haastkal, 2006); davon sind 30 — 40 % im Kern,
50 % in Zytoplasma, Organellen und Vesikeln und Eest in der Zellmembran zu finden
(Tapieroet al, 2003). Der tagliche Zinkbedarf des Menschen lpgtl2 bis 15 mg.

Die intra- und extrazellularen Zinkkonzentrationeind im Korper streng reguliert.
Extrazellular ist das Plasma das Zink-Austauschiladir die verschiedenen Kérpergewebe
und halt selber einen relativ konstanten Zinkgehaler wichtigste Regulator des
Zinkhaushaltes ist aber der Gastrointestinaltriait. die zellulare Zink-Homoostase (Abb. 10)
sind Zinktransporter von grof3er Bedeutung. Dabgulieren ZnT-Transporter die Abnahme
der intrazellularen Zinkkonzentration, indem siakZaus dem Zytoplasma in Vesikel oder ins
extrazellulare Milieu transportieren, und Zip-Trpoger die Zunahme des intrazellularen
Zinkgehalts durch Transport von Zink aus dem exllatiren Raum und moglicherweise auch
aus Vesikeln in das Zytoplasma (Liuztial, 2004).

The Zn** Containing Cell

Channel

Carrier Mediated Carrier _
Mediated Uptake Mediated Exocytosis

Uptake Efflux

— Zn2+
=== Movement

Zn?* bound to
Metallothionein

Zn?* Containing
O Organelle

@M Mitochondria
)( Channel / Carrier

Zn™ Free Zn®
e Nucleus

Abb. 10 Schematische Darstellung der Zink-Homdéostasin der
Zelle. Zink wird in Organellen und in Mitochondrien gegert und
bindet an Zink-bindende Proteine (Metallothioneinkir den
Zinktransport zwischen Zytoplasma, Organellen undaggtlularem
Milieu sind spezifische Transporter zustandig (Gokt al, 2003)
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3.5.2 Biologische Bedeutung von Zink

Aufgrund seines kleinen lonenradius (134 pm) uridesepositiven Ladung hat Zink (Zf
eine hohe Affinitat fir Elektronendonatoren unddbitl Komplexe mit Thiol-, Imidazol-,
Carboxylat-, Sulfhydryl- und Aminogruppen vieleroRrine. Diese Komplexe sind sehr stabil,
und deshalb ist die Konzentration an freiem Zinknenschlichen Korper sehr gering.

Zink ist fur die Funktionalitdt von mehr als 300Zymen, die Stabilisierung der DNA, die
Genexpression und die DNA-Reparatur notwendig @tnastiet al, 2006). Ein Beispiel daftr
ist die Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1, ein wichsigirotein in der BER. Zink ist wichtig fur
das Immunsystem, es stimuliert Lymphozyten zur Kiyoroduktion und Monozyten zur
Produktion von Interleukin-1, Interleukin-6 und Tamekrosefaktor: (Rink et al, 2000).
Zink reguliert Apoptose (Truong-Tra, 2000), Zelllaatum und Zellproliferation (McDonal,
2000), und befindet sich auf3erdem in synaptischesikéln (Colviret al, 2003).

3.5.3 Zinkmangel

Aufgrund der vielseitigen Wirkung von Zink auf demenschlichen Organismus ist es nicht
Uberraschend, dass ein Zinkmangel schwere Konsegoehaben kann. Folgen eines
Zinkmangels konnen sein: Wundheilungsstérungen, té#kankungen, Haarausfall,
Wachstumsstdrungen, Geruchs- und Geschmacksst@runge

Die autosomal-rezessiv vererbierodermatitis enteropathic@AE) ist klinisch charakterisiert
durch eine schwere Dermatitis (v. a. Hande, FueydyiGenitalbereich), chronische Diarrhd,
Alopezie, Wachstums- und Entwicklungsretardieruogvie eine erhéhte Infektanfalligkeit.
Ursache ist eine verminderte Zinkresorption im Datm Jahr 2002 wurde das fur AE
verantwortliche Gen identifiziert. Es kodiert fluineZink-Transporterprotein SLC39A4
(Lehnertet al, 2006)

3.5.4 Zinkvergiftung
The American Journal of Forensic Medicine and Phlibgpublizierte 1997 den ersten Bericht
von akuter Zinktoxizitat mit todlichen Folgen beMenschen (Bennett al, 1997). Nach der

Einnahme von 461 Minzen starb ein Patient an Mglioversagen. Die Biopsien von Leber,
Nieren und Pankreas zeigten leichte Fibrose undeakassive Nekrose sowie eine hohe
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Zinkkonzentration. Auf zellularer Ebene induziemiin hohen Konzentrationen (> 1QM)

Apoptose in humanen peripheren mononukledren Blatze€Changet al, 2006).

3.5.5 Zink im Alter

Biologisch gesehen ist das Altern ein Wandlungsgsez der sich Uber das ganze Leben
erstreckt. Storungen in der DNA-Reparatur-Masclhénesind fiir eine ganze Reihe von
Krankheiten und fir manche Krebsarten verantwdrtlieleute wissen wir, dass DNA-
Schadigungen und nicht reparierte DNA-Doppelstraincfiee mit dem Alter akkumulieren, und
dass Defekte in DNA-Reparatur-Genen Krankheitewvdrenfen, die zu frihzeitigem Altern
fuhren (Werner-Syndrom, Bloom-Syndrom, Rothmund&égm, Cockayne-Syndrom,
Xeroderma pigmentosunmd Trichothiodystropie). Die Beziehung zwischelte und dem
Nachlassen der Reparaturmechanismen von DSB wic natersucht, diese Mechanismen
konnen sich mit dem Altern dramatisch verédndern g et al, 2007). In dem
Verbundprojekt ,Zincage“, welches von der Europidest Union im sechsten
Rahmenprogramm gefordert wurde, wurde der Effeké®iZink-Defizits im Alter erforscht.
Verschiedene Parameter (genetischer Hintergrundyenserwartung, Neurodegeneration,
oxidativer Stress, genomische Instabilitdt, Immutestys, Erndhrung, zellulare
Signaltransduktion) wurden in Zusammenhang mit ddter untersucht. Es wurden viele
Faktoren gefunden, welche die individuelle Zinkamtw beeinflussen, wie z.B.
Erndhrungsgewohnheiten, Genotyp, Geschlecht, Emealon Medikamenten und korperliche
Schwache. Zudem wurden eine Beziehung zwischen Elergm Superoxiddismutase, Zink
und Alter (Marianiet al, 2006), zwischen der zellularen Poly(ADP-Ribog)ngskapazitat,
Zink und Alter (Kunzmanret al, 2007), zwischen Zinkstatus und Immunsystem inmerAlt
(Haaseet al, 2006) sowie zwischen Zinkstatus, Alter, psycholgen/psychischen Aspekten
(kognitive Funktionen, Stimmung, Stresswahrnehmumg) der Ernahrung (Marcellieit al,
2006) gefunden.
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4. Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Zellen

Jurkat Klon E6-1

ATTC®, Wesel

Hela S3

E. May, Universitat Konstanz

Humane Blutzellen

22- bis 65-jahrige gesunde Spefmd&v)

AA8 Chinese Hamster Ovary Cells

L. Thompson, Liverep USA

V3 DNA-PK.<defiziente Zellen

L. Thompson, Livermore, USA

irsl1SF XRCC3-defiziente Zellen

T. Helleday, Shédfj&srol3britannien

4.1.2 Fertig-Medien und Medienzusatze

Penicillin-Streptomycin-Lésung
(20.000 U/ml und 10.00@g/ml)

Invitrogen, Karlsruhe

DMEM

Invitrogen, Karlsruhe

FCS (fotales Kalberserum)

Biochrom AG, Berlin

RPMI

Invitrogen, Karlsruhe

4.1.3 Medienzusammensetzung

Zellkulturmedium fur PBMC, Jkat,
AAS8, V3 und irs1SF

RPMI + L-Glutamin
10% (viv) FCS; 100/ml
100 mg/ml Streptomycin

Zusatz: Penicillin;

Zellkulturmedium fur HelLa

DMEM 41966-039mit 4500 mg/l Glucose + IGlutamin -+
Pyruvat)

irs1SF

Zusatz: 10% (v/iv) FCS; 100/ml Penicillin;
100 mg/ml Streptomycin
. RPMI (mit L-Glutamin)
ReparatutMedium fir AA8, V3 unc o
Zusatz: 10% (v/iv) FCS; 100/ml Penicillin;

100 mg/ml Streptomycin
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.Reparatur-Medium* fir HelLa

DMEM (mit 4500 mg/l Glucose + L-Glutamin —Pyruvat)

Zusatz:[]

PBMC

.ReparaturMedium* far Jurkat un

RPMI (mit 4500 mg/l Glucose + L-Glutamin —Pyruvat)

Zusatz:[]

,Einfriermedium*

60% Medium; 30% FCS; 10% DMSO

4.1.4 Chemikalien

3-Aminobenzamid

Sigma-Aldrich, Minchen

Antikorper Maus-antitH2AX 1gG;
Klon JBW301

Upstate, Billerica, USA

Antikorper Ziege-anti-Maus
IgG (H+L) Alexa Fluof 546

Invitrogen, Paisley, Grol3britannien

Biocoll

Biochrom AG, Berlin

Borsaure

Sigma-Aldrich, Gillingham, Grol3britannien

BSA (Rinderserumalbumin)

Sigma-Aldrich, Gillingha@rol3britannien

Camptothecin

Sigma-Aldrich, Minchen

CometAssa}'HT Reagent Kit
Catalog # 4252-40-K

Trevigen, Geithersburg, USA

Kristallviolett

Sigma Aldrich, Gillinham, Grol3briteien

Cyclohexyl-diamintetraacetat

Sigma-Aldrich, Minchen

D(+)-Glucose-Monohydrat

Merck, Darmstadt

DAPI

(Vectashield mounting medium)

Vector USA, Odessa, USA

DMSO

Merck, Darmstadt

saline

Dulbecco’'s A phosphate buffel

Invitrigen-Gibco, Paisley, GroR3britannien

EDTA

(Ethylendiamintetraessigsaure)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Essigsaure (konzentrierte)

Fisher Scientific International Ltd, Loughborou

GroRbritannien

Ethanol (vergallt)

Roth GmbH, Karlsruhe
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Ethanol (absolut)

Riedel de Haen, Seelze

Etoposid

Sigma-Aldrich, Minchen

Harnstoff

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Isopropanol (100 %)

Fisher scientific, Loughborou@hol3britannien

Isotonische Losung FACSFlow

BD Biosciences, Oxf@dRbritannien

Kaliumchlorid

BDH Limited, Poole, GroRRbritannien

LPS (Lipopolysaccharid)

Sigma-Aldrich, Mlinchen

Magnesiumchlorid

Riedel de Haen, Seelze

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, Minchen

Meso-Inositol Sigma-Aldrich, Miinchen
Methanol BDH Ltd, Dorset, Gro3britannien
Milchpulver Tesco, Newcastle, Grof3britannien

Natriumchlorid

Fisher Chemicals, Loughborough, Gritdnnien

Natriumhydroxid

Riedel de Haen, Seelze

Salzsaure

BDH Limited, Poole, Gro3britannien

SDS (10 % schwermetallfrei)

Bio-Rad

SIN-1

Calbiochem, San Diego, USA

Natriumphosphat

Riedel de Haen, Seelze

Sybr®Green (10000x konzentriert)

Mo Bi Tec, Goténg

TPEN Sigma-Aldrich, Minchen
Tris Sigma-Aldrich, Gillingham, Gro3britannien
Triton X-100 Sigma-Aldrich, Gillingham, Grol3britaiemn

0,25 % Trypsin/EDTA

Sigma-Aldrich, Minchen

Zinksulfat (cell culture tested)

Sigma-Aldrich, Milren

4.1.5 Puffer und Lésungen

Blockierungspuffer

KCM-Puffer + 1 % Triton X-100, 2 % BSA, 1%
Milchpulver

Kristallviolett-Lésung

Kristallviolett 0,4 % (w/vin Wasser
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Entwindungspuffer

0,425 Teile Lyse-Puffer in 0,2NAOH

Fixierungslésung (Zellzahlung)

75 % Methanol, 2E%sigsaure

120 mM KCI, 20 mM NaCl, 10 mM Tris p#@,0,

KCM-Puffer

1 mM EDTA

9M Harnstoff; 2,5mM Cyclohexy
Lyse-Puffer o

diamintetraacetat; 0,1 % SDS
Neutralisationspuffer 1 M Glucose; 14 mMB-Mercaptoethanol

0,3 mM Kaliumdihydrogenphosphat;, 1 mM [

PBS

Natriumhydrogenphosphat; 13,7 mM Natriumeidg
pH 7,4

Resuspensionspuffer

0,25M Meso-Inositol; 1M Natriumphosphe

pH=7,4; 1 mM Magnesiumchlorid

Sybr®Green-Losung

Sybr®Green (3 : 25.000) in@H

1x TBE-Puffer

108 g Tris, 55 g Borséaure, 9,3 g EDTA auf 1 1,0\
(pH=8,3)

1x TE-Puffer

10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA

Waschpuffer (Immunfluoreszenz)

KCM-Puffer + 0.1T%ton X-100

Di-

—

4.1.6 Labor-Gerate

Digitalthermometer
Voltcraft® 300K

Conrad Electronic, Hirschau

Fluorometer
FL 600 microplate

Bio-Tek Instruments GmbH, Bad Friedrichshall

Zentrifuge
5417 R

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Zentrifuges810 R

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Zentrifuge
Centaur 2 5415D

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Gelelektrophorese-System
Sub-Celf Model 192

BioRad, Hertfordshire, GroRRbritannien

Zentrifuge ,Megafuge”
1.0R

Heraeus Instruments, Fellbach
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Kaltethermostat
RE 204

Lauda Dr. R. Wobser GmbH, Lauda-Kdnigshofen

Kolonienzahler

Oxford Optronix, Oxford, Grol3britagm

Mikrosko )
P Carl Zeiss, Oberkochen
Axiovert 25
Mikroskop .
Ernst Leitz Wetzlar GmbH, Wetzlar
Leitz Labovert, Type 090-122.012
Mikroskop
Olympus, Hamburg
Olympus BH2-RFCA
Mikrowelle ) . .
Panasonic, Newcastle, Grof3britannien
800 W

Rontgenanlage
RS320 Kv

Gulmay Medical Ltd., Camberley, Grol3britannien

Rontgenanlage
RT 100

C.H.F. Muller GmbH, Hamburg-Fu.

Rontgenréhre
TO 100/8 Oberflachenrdhre

C.H.F. Muller GmbH, Hamburg-Fu.

Schiittler (Plattform) IKAVivrax

Jencons-pls, East Grinstead, GroR3britannien

Sterilbank
HB 2448

Heraeus Instrument, Fellbach

Strahlendosimeter
PTW unidos E

PTW-Freiburg, Freiburg

TECAN-Roboter
Genesis RSP 100

TECAN AG, Hombrechtikon, Schweiz

Thermomixer comfort

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Vakuumsaugsystem

Vacusafe confort

IBS Integra Biosciences, Chur, Schweiz

Vortex Genie2

VWR International, Darmstadt

Wasserbad Wiss. Werkstatten der Universitat Komzstan
Wasserbad Gallenkamp EEC, London, Grof3britannien
Wasserbad

Grant Instruments Ltd., Cambrige, USA
Grant W14
Zellzahler Beckman-Qdter UK Ltd., Buckinghamshirg
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Modell Z1

GrofRRbritannien

CO,-Zellkultur-Inkubator
Modell BB6220

Heraeus Instruments, Fellbach

CO»,-Zellkultur-Inkubator
MCO-20AIC

Sanyo, Electric-Biomedical, Japan

4.1.7 Auswertungsprogramme

Komet 5.5 Kinetic imaging

Andor Technology, Conneat, USA

Microsoft ® Excel 2000

Microsoft Corporation, USA

Gemini V4.0

TECAN Software GmbH, Berlin

Bio-Tek® KC4 software

Bio-Tek Instruments GmbH, Bad Friedrichschall

Image-Pro Plus 6.0

MediaCybernetics, Bethesda, USA

4.1.8 Verbrauchsmaterialien

6-Well-Platte

Corning Corporation, New York, USA

(96-Wel|-)FADU-P|atte
Masterblock, 2 ml, V-Boden

Greiner-Bio One GmbH, Frickenhausen

Modifiziert von wiss. Werkstatten der Universitabhstanz

96-Well-Platte

Corning, Schipol-Rijk, Niederlande

sterile 99-mm-Petrischale

Nunc, Roskilde, Danemark

Deckglaser 22 x 22 mm

Menzel-Glaser, Braunschvizégitschalnd

Handschuhe
Safe Skin Satin Plus

Kimberly-Clark, Roswell, USA

Kandlen
Braun, Melsungen
0,45 x 25 mm
Objekttrager .
VWR International, Darmstadt
SuperFrostPlus
Parafilm Pechiney plastic packaging, Los AngeleSAU

Plastikwaren

Brand, Petersaurach

Spritzen _ _
P Becton Dickenson, Heidelberg

5 und 10 ml

Spritze Sarstedt, Nimbrecht
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EDTA KE/9 ml

Steriles Blutentnahm8et mil

Flagelkanile und Anschlussschlau
21Gx3/4"TW 0,8 x 19 mm

sHSarstedt, Nimbrecht

Sterile Glaspasteurpipetten

Volac

Poulten and Graf Ltd., London, Grof3britannien

Sterile Pipettenspitzen

Corning, Schipol-Rijk, Neddnde

Sterile Pipettenspitzen

Alltech, Carnforth, Grofbrhien

Sterile Plastikpipetten

Greiner Bio-One, Frickerdeu

Gewebekulturflaschen

nonpyrogenic, 250 ml, 75 cmsteril, DNae,
RNase free

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Gewebekulturflaschen
Neck, 75cm

Polystyrene, sterile

Canted nonpyrogenic

Corning, Schipol-Rijk, Niederlande

4.1.9 Laborzubehor

Allgemeine Glaswaren

Schott, Mainz

100l Multipipette

Eppendorf, Wesseling-Berzdorf

Neubauer-Zahlkammer

Supe Rior, Manenfeld

Pipetten Eppendorf, Wesseling-Berzdorf
Pipetten _ . .

Gilson, Anachem, Luton, Grol3britannien
P200, P1000
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4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultur

4.2.1.1 Suspensionszellen

Verwendete ZellenJurkat

Kulturbedingungen37°C, 5 % CQ und 95 % relative Luftfeuchtigkeit.

Kulturflasche Tissue Culture Flask, nicht-pyrogen, 250 ml, #5,csteril, DNase-, RNase-frei.
PassagierenDas gesamte Zellsuspensionsvolumen wurde au&ulaurflasche entnommen
und in ein 50-ml-Zentrifugationsrohrchen tberfulNach 4 Minuten Zentrifugation bei 20@x

bei Raumtemperatur wurde der Uberstand abgesautitdaa Pellet in 1 ml Nahrmedium
resuspendiert. Daraus wurderuKX(X = entsprechende Verdinnung) in eine Kultuidtas mit

30 ml frischem Medium udberfuhrt. Dieselbe Kultusithe wurde hochstens funfmal
wiederverwendet. Die Zellen wurden bei den obermageten Kulturbedingungen, mit leicht

geoffnetem Flaschen-Deckel inkubiert und je nachwdadigkeit passagiert.

4.2.1.2 Adhérente Zellen

Verwendete ZellerHeLa S3, CHO AAS8, V3 and irs1SF
Kulturbedingungen37°C, 5 % CQ und 95 % relative Luftfeuchtigkeit

Kulturflasche Tissue Culture Treated Flask, gebogener Halscn?5 nichtpyrogen,
Polystyren, steril.

PassagiererZuerst wurde das Medium aus der Kulturflascheeabggt und die Flasche mit
5 ml PBS gespult, um das Medium vollstandig zuezngn. Um am Boden haftende Zellen
von der Flasche abzuldsen, wurde 1 ml Trypsin zelgeg und 5 Minuten auf 37°C inkubiert.
Danach wurden 5 ml frisches Medium in die Flaschgegeben und nach drei- bis
viermaligem Auf- und Abpipettieren in ein 15-ml-Zafugationsrohrchen tberfuhrt und bei
200x g fir 4 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiertr Diberstand wurde abgesaugt und
das Pellet in 1 ml frischem Medium resuspendiedrads wurden Xul (X = entsprechende
Verdinnung) in die Kulturflasche mit 10 ml frischeMedium Uuberfihrt. Die gleiche
Kulturflasche wurde nur zweimal wiederverwendete iellen wurden wie bei den oben
genannten Kulturbedingungen mit leicht gedffnetelaséhen-Deckel inkubiert und je nach

Notwendigkeit passagiert.
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4.2.1.3 Humane periphere mononukleéare BlutzeRBiC)

10 ml Blut von einem Spender wurden mit Hilfe eindeparin enthaltenden Spritze
abgenommen. Die Isolierung von Blutzellen wurdengsitzlich nach dem Ficoll-Gradienten-
Prinzip durchgefuhrt. Das Blut wurde in 10 ml PB8&rdiinnt, und in drei sterile 15-ml-
Zentrifugationsrohrchen wurden jeweils 5 ml Ficetirgelegt. Das Ficoll (Biocoll) wurde
vorsichtig mit dem verdinnten Blut Uberschichtetie DProben wurden 10 Minuten bei
Raumtemperatur und 400x g (ohne Bremse und im f&ghetor) zentrifugiert, dabei bildete
sich eine Zellsuspensionsschicht zwischen den Rhddiese enthélt die PBMC (periphere
mononukleare Blutzellen). Nach dem Absaugen mierelanile wurden die Zellen in ein
neues 15-ml-Zentrifugationsréhrchen Uberfihrt umeses mit PBS aufgeflllt. Nach einem
weiteren Zentrifugationsschritt (10 Minuten bei@® und 200x g) wurde der Uberstand

abgenommen und verworfen und das Pellet in eiskalledium resuspendiert (Abb. 11)

——> Plasma
Abb. 11 Schematische Darstellung des

Ficoll-Gradienten-Prinzips .

> PBMC Die Erythrozyten wandern nach unten, das
Plasma mischt sich nicht mit dem Ficoll und
—> Ficoll bildet die obere Phase. Dazwischen befinden

sich die PBMC.
\v/ —> Erythrozyten

4.2.1.4 Auftauen von Zellen

Die in flissigem Stickstoff eingefrorenen Zellen rden durch das Mischen mit
vorgewarmtem Medium aufgetaut. Um das fur das Erén notwendige (fur die Zellen aber
toxische) DMSO vom Medium zu entfernen, wurde dedlstispension 5 Minuten bei 209x

bei Raumtemperatur zentrifugiert. Das Pellet wurd&ischem Medium resuspendiert und in

die Zellkulturflasche gegeben.
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4.2.1.5 Bestimmung der Zellzahl

Die Zellzahl wurde manuell mit Hilfe einer Zellkaremunter dem Mikroskop dreimal gezahlt,
es wurde der Durchschnittswert ermittelt und diesg@msion auf die gewiinschte Zellzahl

verdinnt.

4.2.1.6 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden aus der Kulturflasche gewonnam, 260ul vorgekihltem Medium
resuspendiert und zu 790 Einfriermedium gegeben. Das Einfriermedium ertiaMSO,
welches die Eiskristallbildung verhindert. Das geta Zellsuspensionsvolumen wurde in
Kryogefal3e aliquotiert und bei —8C Uber Nacht gelagert. Die Kryogefal3e wurden datrach
flissigen Stickstoff Gberfuhrt und bei —196 °C geld.

4.2.2 FADU(Fluorometric analysis of DNA unwindiny

4.2.2.1 Schéadigung

Bestrahlung

Bei den Experimenten, bei denen Reparatur untersuatde, wurden fur jeden Ansatz 100 pl
Zellsuspension (1000-2000 Zellgh)/in RPMI- oder DMEM-Medium (je nach Zelltyp) in

einem 1,5-ml-Eppendorf bestrahlt, wahrend bei Bédtingsexperimenten, die ausschlielich
der Quantifizierung von primar induzierten DNA-Bh@én dienten, die Proben in einer 96-
Well-Platte (100 ul/Well, 100-200 Zellgt)y bestrahlt wurden. Die Dosis wurde mit einem

Dosimeter gemessen.

Etoposid, Camptothecin, LPS, SIN-1, 3-Aminobenzaidk, DMSO
Bei den Experimenten, bei denen Reparatur unterswohde, wurde 3 ml Zellsuspension
(1000-2000 Zellen/pul) in RPMI- oder DMEM-Medium (jeach Zelltyp) in 15-ml-

Zentrifugationsrohrchen mit der entsprechenden t8ahskonzentration geschadigt und fir

einen definierten Zeitraum bei 37 °C im Brutschramubiert. Um die toxische Substanz vom
Medium zu entfernen (nur in manchen Versuchen) emrdlie 3 ml Zellsuspension
zentrifugiert (5 Minuten bei 200x g), und das Relleurde in 3 ml neues Medium
resuspendiert. Danach wurden die 3 ml auf 1,5-edilonsgefalRe verteilt (jeweils 100 pl).

Bei den Experimenten, die ausschliel3lich der Qfiaitiung von primar induzierten DNA-
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Brichen dienten, wurden 100 pl Zellsuspension (22000 Zellen/ul) in 1,5 ml-
ReaktionsgefaRen vorgelegt und mit der entspre@reislibstanz-Konzentration geschadigt.

Als Negativ-Kontrolle wurde Medium ohne weitere Atee benutzt.

4.2.2.2 Reparatur

Die Zellen wurden nach der Schadigung in einem hssl oder Inkubator, wéhrend
bestimmter Zeiten bei 37 °C inkubiert. Die Konlfpobben wurden zwischenzeitlich auf Eis
gelegt. Danach wurden alle Proben, inklusive dentkale, mit 900 pl Suspensionspuffer
verdinnt. AnschlieRend wurden gldWell in die (96-Well-)FADU-Platte pipettiert.

Hinweis: Die Zellkulturmedien (RPMI und DMEM) enthieltendwend der Schadigung und
Reparatur grundséatzlich kein FCS. Die Auswirkung WS auf die DNA-Strangbriiche und
ihre Reparatur wurde dennoch untersucht, in deferfralird dies in den Ergebnissen der

betroffenen Experimente erwahnt.

4.2.2.3 Messung der Strangbriiche

Die Messung der DNA-Strangbriche erfolgte mitteiee Pipettier-Roboters (Abb. 12). Um
die aus dem Chromatin freigesetzte DNA vor Lichtsainitzen, ist der Roboter in einem
Gehause mit Rollladen eingebaut. Die Pipettietzépi bewegen sich dreidimensional mit
einer Préazision von 0,1 mm in jede Richtung. Diefralhme- und Abgabegeschwindigkeit
sowie das aufgenommene und abgegebene Volumen iandbgabehthe von Puffer und
Lésungen wurden programmiert. Die ganze Prozedtiuhter kontrollierten Temperatur- und
pH-Bedingungen ab. Alle notwendigen Programmeihsigen sind in Tabelle 2

zusammengefasst. Die automatisierten Schrittefelgénde:

Resuspension Nach der Reparatur wurde auf die als Pellet Jegien Zellen
Suspensionspuffer pipettiert.

.Homogenisieruny Um dem Problem der Sedimentation entgegenzuwirkeurden die
Zellen vor der Ubertragung auf die (96-Well-)FADUaRe durch Auf- und Abpipettieren

resuspendiert.
Zelltransfer 70l Zellsuspension wurden von der 96-Well-Platte ar &isbox in die (96-

Well-)FADU-Platte im Temperiermodul Ubertragen.
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Lyse Durch Zugabe von hochkonzentriertem Harnstoffdeerdie Zellproteine denaturiert.
Cyclohexyl-diamintetraacetat ist ein Chelatbildnee]cher divalente Kationen bindet. SDS ist
ein Detergens, welches die Zellmembran auflost.

Entwindung Die DNA wird unter alkalischen Bedingungen entdean. Die alkalische Losung
(0,2M NaOH) wird bei 0°C sehr langsam direkt Ubdem Flussigkeitsspiegel der
Zellsuspension abgegeben, sodass sich eine zwedtge bildet. Nach 5 Minuten Diffusion
vom Alkali in die untere Phase (Lysat) wurden diemperatur auf 30 °C erhéht und 60
Minuten Zeit fur die Entwindung gelassen. Die Abgladhe ist bei den T-Werten grof3er, da zu
diesem Zeitpunkt das Volumen der Zellsuspensionctdudie vorherige Zugabe des
Neutralisationspuffers grof3er ist.

Neutralisation Glucose neutralisiert die Entwindung durch diesé&ikung des pH-Werte$-
Mercaptoethanol ist ein Reduktionsmittel; es bridrgulfidbriicken auf bzw. verhindert SH-
Gruppen-Oxidation.

FluoreszenzfarbstafEs wurde SyhiGreen verwendet. Dieser Farbstoff gibt in Anwesénhe

von doppelstrangiger DNA ein Fluoreszenzsignal32€i nm ab (Emission), wenn er mit einer
Wellelange von 492 nm angeregt wird (Excitation).

Spitzen wascherDiejenigen vier Spitzen, die in Kontakt mit Sylfereen waren, wurden mit

DMSO gewaschen. Die anderen vier wurden bei Puffehsel und nach Kontakt mit Zellen

jedesmal mit destilliertem Wasser innen und aul&spigjt.
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Abb. 12 TECAN-Pipettierroboter mit Versuchsaufbau fir den FADU-Assay 1) Kaltethermostat. Hier
werden die Temperaturstufen eingestellt/ 2) 8 Stetdd/ 3) Pufferbehalter temperiert (links) und bei
Raumtemperatur (rechts)/ 4) Temperiermodul fir Biatten (links) und fiir eine Platte (rechts) / B)hkvanne,
hierin werden Puffer vortemperiert/ 6) Eisbox, diedgehalter ist im Versuch mit Eis geflllt! 7)
Aluminiumaufnahme fir 2-ml-ReaktionsgeféaRRe hier degr die Proben auf 1-°Z temperiert/ 8) Isolierter
Temperierschlauch. Er verbindet Kaltethermostat Kiihlwanne und Temperiermodul, so werden die drei
bendtigten Temperaturen von 0 °C, 30 °C und 22 1Gestellt.
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AUFNAHME
Aufnahme- ] )
Ort o v=pl/s | Vol=pl'| Wiederholung| T=°C | t=min
position in mm
*Resuspension Resuspensionspuffer-  Flissigkeit-
) 150 100 1x 0 -
Behalter detektion
*Homogenisierung Flussigkeit- 2x
96-Well-Platte ) 150 75 ) 0 -
detektion Mischen
*Zelltransfer
96-Well-Platte Z-Max 150 75 1x 0 -
Lyse Lyse-Puffer- Flussigkeit-
) 150 75 1x 0 -
Behalter detektion
Entwindung . Flussigkeit- 0 -
Alkali-Puffer-Behalter ) 150 75 1x
detektion 30 -
Neutralisation Neutralisations- Flissigkeit-
) 150 145 1x RT -
Puffer-Behélter detektion
Fluoreszenz- Sybr®Green-Lésung{  Flussigkeit-
_ 150 160 1x RT -
farbstoff Behalter detektion
Spitzen Flissigkeit-
DMSO-Behalter ) 150 220 1x 22 -
waschen detektion
ABGABE
Abgabeposition ] ]
Ort ) v=pl/s | Vol=ul | Wiederholung| T=°C | t=min
in mm
Resuspension
96-Well-Platte Z+1 600 70 1x 0 -
Homogenisierung 3x
96-Well-Platte Z+1 300 70 ) 0 -
Mischen
Zelltransfer
(96-Well-)FADU-Platte Z+12 300 70 1x 0 -
Lyse
(96-Well-)FADU-Platte Z+6 100 70 1x 0 12
Entwindung T=> Z+10,3 0 5
(96-Well-)FADU-Platte 10 70 1x
P> Z+13 30 60
Neutralisation
(96-Well-)FADU-Platte Z+0 200 140 1x 22 -
Fluoreszenz- 1x
(96-Well-)FADU-Platte Z+0 100 156 ) 22 5
farbstoff Mischen
Spitzen
Abfall-Behélter Z+0 600 220 1x 22 -
waschen
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Tab. 2 Notwendige Einstellungen im Pipettier-Programm andKéaltethermostat. AufnahmehéizeMax ist die
tiefste von den Pipettenspitzen erreichbare (Aufmaf) Hohe, bei der der Plattenboden nicht beriimd.viDer
Programm-Befehl ,Flissigkeits-Detektion* wurde filie Aufnahme von Puffer und Lésungen verwendet. Die
Detektion geschieht vollautomatisch nach dem edskatischen Prinzip zwischen den Pipettier-Spitzed der

zu detektierenden Flissigkeit. Abgabehdhést die Hohe, wo die Oberkante der (96-Well-)RAPlatte erreicht

wird. Z+1 ist 1 mm tiefer als die Z-Héhe, etc. ,Misi heilt das Auf- und Abpipettieren, um die Zellen zu

resuspendieren und die Zellsuspension zu homogeemsigafur fahren die Spitzen bis auf Z-Max.

4.2.2.4 Detektion des Fluoreszenzsignals

Nach der Zugabe von SybGreen wurde die (96-Well-)FADU-Platte mit den Pnolae&is dem

Roboter herausgenommen und bei RaumtemperaturOfiMiButen inkubiert. Die Messung
des Fluoreszenzsignals wurde mit einem Fluorimbggreiner Anregungswellenlange von
492 nm und einer Emissionswellenlange von 520 nrohdyefiihrt. Die Werte wurden mit dem

Programm Kc4 ermittelt und in Excel ausgewertet.

4.2.2.5 Waschprotokoll fir die Platten

Die (96-Well-)FADU-Platte wurde in 1 M NaOH-L6sungingetaucht, nach 60 Minuten
herausgenommen, grundlich unter laufendem Wassspute fur 5 Minuten in DMSO

eingetaucht, nochmals grundlich unter laufendem s&fagesplilt, erneut fir 5 Minuten in
DMSO eingetaucht und ebenso mit Wasser gesplilt. Ecimuss wurde die Platte zweimal flr

jeweils 5 Minuten in 70 % EtOH gelegt und abgettopf

4.2.2.6 Waschprotokoll der Roboter-Behélter

Die Roboter-Behalter fur die Puffer und Losungemdem mit laufendem destillierten Wasser
grindlich gesplilt. Die Behélter fur SybGreen-Losung und DMSO wurden markiert und

ausschliefdlich fur diesen Zweck verwendet.

4.2.3 Immunfluoreszenz

4.2.3.1 Vorbereitung

Die Zellen wurden in einer 6-Well-Platte (2 ml Medi/Well) mit einem Deckglas/Well
ausplattiert und bei 37 °C bis zum Erreichen ei@fluenz von 50-70 % inkubiert.
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4.2.3.2 Schéadigung und Reparatur

Die Zellen wurden in der 6-Well-Platte bestrahleodit Etoposid fir 5-60 Minuten (je nach
Versuch) bei 37 °C inkubiert, danach wurden das iMadabgesaugt und 2 ml frisches
Medium zu jedem Well pipettiert. Fir die Reparatuirde die 6-Well-Platten bei 37 °C

wéahrend bestimmter Zeiten im Brutschrank inkubiert.

4.2.3.3 Immunfluoreszenz

Nach der Schadigung und Reparatur wurden das Medhgesaugt und die Deckglaser in den
Wells mit 2 ml/Well kaltem PBS (4 °C), zweimal fjaweils 10 Minuten gewaschen, danach
wurden die Zellen mit 2 ml/Well Methanol fir 5 Mitan bei —20°C fixiert. Danach wurde das
Methanol abgesaugt, und die Objektrager wurdemueilr jeweils 10 Minuten mit PBS (2
ml/Well) rehydriert. Mit einer feinen Pinzette werd die Deckglaser auf einem Stiuck Parafilm
in einer 15-cm-Petrischale mit einem Stick nassampidP Ubertragen. Auf jedes Deckglas
wurden 200 pl Blockpuffer pipettiert und bei Zimr@mperatur inkubiert. Nach 60 Minuten
wurden der Blockpuffer mit einer Pipette entfeder erste Antikorper anyiH2AX , 1:800 in
Blockpuffer verdinnt (200 pl/Deckglas), zugegebemd u fir 60 Minuten bei
Zimmertemperatur inkubiert. Die Deckglaser wurdaneine 6-Well-Platte transferiert und
viermal fur jeweils 10 Minuten mit 2 ml/Well Wasadhifer unter leichtem Schwanken
(Schuttler) gewaschen. Mit einer feinen Pinzetteden die Deckglaser auf ein Stick Parafilm
in einer 15-cm-Petrischale mit einem Stick nasseapidP Ubertragen mit dem zweiten
Antikorper Alexa Fluof 546, 1:200 in Blockpuffer verdiinnt (200 pl/Declglafir 60
Minuten bei Zimmertemperatur im Dunkeln inkubiddie Deckglaser wurden danach wieder
in eine 6-Well-Platte Gbertragen und mit Waschpui2®0 ul/Well) 4x10 Minuten gewaschen,
dabei wurde die 6-Well-Platte mit Aluminiumfolie witkelt, um eine Lichtexposition zu
vermeiden. Danach wurden die Deckglaser mit Vebteld-Mounting-Medium mit DAPI auf
Objekttrager gebrachtund nach frihestens zehn Eimumit dem Fluoreszenz-Mikroskop

ausgewertet.

4.2.4 Cell survival assay

Die Zellen wurden in Petrischalen (@ 10 cm) plattipro Petrischale, Zelltyp (AA8, V3,
irs1SF) und Bestrahlungsdosis jeweils 2000, 10@Da00 Zellen in 10 ml Medium (Fig. 10).
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Nach 7 bis 10 Tagen im Inkubator wurden Kolonieshttiar, das Medium wurde abgesaugt,
die Kolonien mit 0,4% Kristallviolett (10 ml/Petdsale) fur 10 Minuten gefarbt, danach
wurden das Kristallviolett unter laufendem Wassesgespult und die Kolonien mit einer
ColCount™-Maschine gezahit.

4.2.5 Mikrogelelektrophorese (Comet Assay)
Jurkat-Zellen (2 ml) wurden in einer 6-Well-Plalttestrahlt, bzw. fir eine Stunde mit Etoposid
bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Der Comet-Assayrde nach dem Protokoll von

Trevigen,CometAssay'HT , Katalog # 4252-040-K, durchgefiihrt, die alkalisd/ersion nach

Bestrahlung und die neutrale Version nach EtopBskandlung.

5. Ergebnisse

Die Ergebnisse sind in funf Kapitel gegliedert.
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Kapitel 1

Weiterentwicklung des automatisiertenFluorimetric
analysis of DNA unwinding(FADU)-Assays
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Vor Beginn der Doktorarbeit war eine Messstatiom Bwrchfiihrung des automatisierten
FADU-Assays als Prototyp sowie ein darauf abgest@snMessprotokoll entwickelt worden.
Als erster Schritt im Rahmen der Doktorarbeit stare Weiterentwicklung der Messstation
und die Optimierung der Ablaufe an. Dies wird imdelgenden Abschnitten beschrieben.

5.1.1 Einbau von neuen Modulen

5.1.1.1 Eisbox fur Eppendorf-Reaktionsgefalie

Fur die Quantifizierung der DNA-Reparatur wurde mgues Modul entwickelt. Um den Zellen
die DNA-Reparatur zu erlauben, wurden diese in Zppendorf-Reaktionsgefale auf 37 °C
inkubiert. Um die Reparatur anzuhalten, wurde diellstispension mit eiskaltem
Suspensionspuffer verdinnt, und die ReaktionsgefaBfmrt auf 0 °C gestellt. Die
Gewahrleistung einer Kuhlung auf 0 °C wurde dardséds neuen Moduls erreicht, welches
auch einen integrierten Magneten fur das Anbringges Strahlen-Dosimetersensor enthélt. Da
die Temperatur die Messung beeinflussen kann,iésted Sensorhalter aul3erhalb der Eisbox
angebaut (Abb. 13).

Abb. 13 Eisbox fir 2-ml-Eppendorf-Reaktionsgefalie.1)
Trager fur die Eisbox/ 2) Eisbox/ 3) Metalltrager fiie
ReaktionsgefalRe/ 4) ReaktionsgefalRe/ 5) Halter ¢i@n
Dosimetersensor; 5a) Lineal, um den Sensor zu pogten
(Konstruktionsentwurf von DipBiol. Thilo Sindliger
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Ergebnis

Mit diesem neuen Modul wurden die Resuspension sedimentierten Zellen und ihre
Ubertragung auf die (96-Well-)FADU-Platte automiatis AuRerdem kann es auch fur die
Bestrahlung der Proben benutzt werden und ermdgéicte genaue Messung der Strahlen-
Dosis, indem der Dosimetersensor millimetergenati die gleiche Hohe wie die zu

bestrahlenden Zellen positioniert werden kann.

5.1.1.2 Temperiermodul

Damit die Proben die nétige Temperatur erreichsindie (96-Well-)FADU-Platte auf einem
Temperiermodul aufgestellt. Dieses ist mit einem s¥ésbad verbunden, welches die
Anderung der Temperatur steuert. Auf diesem Terapmodul war bis jetzt die Aufstellung
von nur einer einzigen (96-Well-)FADU-Platte mégliddas neue Modul hat hingegen eine

Kapazitat fur drei Platten (Abb. 14).

Abb. 14 Temperiermodul. Links: Zeichnung der wiss. Werkstatt der Universitébnstanz. Rechts:
Eingebaute Temperiermodule in der Arbeitsflache debokers. 1) Trager fur das Temperiermodul; 2)
Temperiermodul fur drei (96-Well-)FADU-Platten; 3p6(Well-)FADU-Platte; 4) Silikonschlauch, der
maanderartig das Temperiermodul durchzieht, um dadteP schnell und homogen zu temperieren; 5)
Temneriermndiil fiir eine Plat
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Ergebnis

Mit dem neuen Temperiermodul ist es mdglich, biglmi Platten gleichzeitig zu messen und

damit den Probendurchsatz massiv zu erhohen.

5.1.2 Erh6hung der Empfindlichkeit

Um die Empfindlichkeit der automatisierten FADU-Metle zu erhdhen, wurden folgende

Parameter optimiert:

Mischen nach Zugabe von SybrGreen-Ldsung

Nach der Zugabe der Lysepuffer zur Zellsuspensiod diese, wegen der DNA-Freisetzung,
hochviskds. Es wurde angenommen, dass die Sybr@fetakile nur ineffizient diffundieren
wirden. Das Auf- und Abpipettieren von SybrGreelitesalie Diffusion erleichtern und eine
homogene Verteilung ermdglichen, so dass die Ggkaitider Messungen erhéht wiirde, was
sich in kleineren Standardabweichungen manifestiai@lte. Durch Mischen kdnnten aber
auch unerwinschte DNA-Strangbriche entstehen.

Es wurde durch Austesten verschiedener Pipettiargedgen festgestellt, dass eine Mischung
von 1x 400 ul mit einer Geschwindigkeit des Auf-duAbpipettierens von 100 pl/s keine
zusatzlichen DNA-Strangbriche verursacht. Der Effedn ,Mischen* auf die Entwindung
wurde mit Hilfe der T-Werte (absolute DNA-Menge) urkat-Zellen (250 Zellen/ul)
untersucht (Abb. 15).
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Ergebnis
Mischen nach Zugabe von SybrGreen
470 ul SybrGreen-Lésung .
enthalt 13 mM NaOH Mischen (1x400 ul)
ﬂ aufﬁunc@ab
— || assass >

70 ul Zellsuspension 70 pl Zellsuspension 70 pl Zellsuspension

70 pl Lysepuffer 70 ul Lysepuffer
70 pl Lysepuffer o N

o 140 pl Neutralisationspuffer 140 pl Neutralisationspuffer
140 pl Neutralisationspuffer . .
. 70 pl Entwindungspuffer 70 pl Entwindungspuffer
70 ul Entwindungspuffer N -
) 470 pl SybrGreen-L6sung 470 pl SybrGreen-Ldsung

Gesamt: 350 pl i

Gesamt: 820 pl Gesamt: 820 pl

. .
DNA-Entwindung DNA-Entwindung
ohne Mischen mit Mischen
Ergebnisse< | ::i.
0 T 0 T
- T =6185 T = 4256
Standardabweichung 18% Standardabweichung 7.5%

Abb. 15 Schematische Darstellung des Versuchsauftmumit Ergebnissen.Links: Zelllysat nach der
Zugabe aller Puffer (gelb). Mitte: Zugabe von SybeBrédsung (1:25.000 SybrGréeri3,3 mM NaOH)
ohne Mischen (gelb/griin). Rechts: Mischen nach Bagan SybrGreen-Lésung (griin). Unten grafische
Darstellung der dazugehorigen Ergebnisse (Fluoresiggmal und Standardabweichung in Achtfach-
bestimmung).

Interpretation

Wie erwartet wurden die Standardabweichungen ddashMischen und Homogenisieren des
Zelllysats geringer, aber es wurde auch der alesoluiWert (entspricht dem Anteil an

doppelstrangiger DNA) auch geringer. Das heil3t,sddas Mischen eine weitere und
unerwinschte Entwindung der DNA verursacht. Das@man durch die Anwesenheit von

NaOH in der SybrGreen-L6sung erklaren.
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Auswirkung von NaOH in der SybrGreen-L6sung auf@idA-Entwindung

Um eine Renaturierung der DNA nach der Zugabe ddar&een-Losung zu vermeiden,
enthalt diese 13,3 mM NaOH. Die Auswirkung der Na@tide mit Hilfe des T-Wertes in
Jurkat-Zellen (250 Zellen/ul) unter folgenden Begingen untersucht:

1. SybrGreen-L6sung enthalt 13,3 mM NaOH und wird aweiin Zelllysat durch Auf- und
Abpipettieren gemischt.

2. SybrGreen-Losung enthélt keine NaOH und wird auathtnmit dem Zelllysat
gemischt.

3. SybrGreen-Ldsung enthalt keine NaOH, wird aberdaih Zelllysat gemischt.

Ergebnis

Auswirkung von NaOH in SybrGreen-Ldsung auf die
DNA-Entwindung

470 pl SybrGreen-Lésung
Enthélt 13mM NaOH
Mischen

470 pl SybrGreen-L6sung
Ohne NaOH
Ohne Mischen

470 pl SybrGreen-Lésung
Ohne NaOH
Mischen

70 pl Zellsuspension

70 ul Lysepuffer

140 pl Neutralisationspuffer
70 pl Entwindungspuffer
470 ul SybrGreen-Lésung
Gesamt: 820 pl

DNA-Entwindung mit NaOH
nach Mischen

Fluoreszenzsignal
(relative Einheiten)

T =7480
Standardabweichung 13.5%

70 pl Zellsuspension

70 ul Lysepuffer

140 pl Neutralisationspuffer
70 pl Entwindungspuffer
470 pl SybrGreen-Lésung
Gesamt: 820 ul

DNA-Entwindung ohne NaOH
ohne Mischen

Fluoreszenzsignal
(relative Einheiten)

T =9486
Standardabweichung 19%

70 pl Zellsuspension
70 ul Lysepuffer

140 pl Neutralisationspuffer
70 pl Entwindungspuffer
470 pl SybrGreen-Lésung
Gesamt: 820 ul

DNA-Entwindung ohne NaOH
nach Mischen

12000
10000
8000
E 6000

E 4000

Fluoreszenzsignal
(relative Einheiten)

2000

0

T=11171
Standardabweichung 4.3%

Abb. 16 Schematische Darstellung des Versuchsauftaumit Ergebnissen.Links: SybrGreen enthalt
NaOH und wird mit dem Zelllysat gemischt. Mitte: $@lbeen ohne NaOH, keine Mischung mit dem
Zelllysat. Rechts: SybrGreen ohne NaOH, Mischungdeih Zelllysat.. Unten grafische Darstellung der
dazugehdrigen Ergebnisse (Fluoreszenzsignal und&tdabweichung in Achtfachbestimmung).
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Interpretation

Hier bestatigt sich die Verbesserung der Standarei@hung durch das Mischen (Abb. 16
Graphen links und rechts). Das Fehlen von NaOHen SlybrGreen-Losung hat ein hohes
Fluoreszenzsignal (absoluter T-Wert) zur Folge.ridie ist gezeigt, dass das Mischen in

Kombination mit NaOH in der SybrGreen-Ldsung eiratere DNA-Entwindung bewirkt.

Zeitverlauf der Intensitat des SybrGreen-Fluoresggmals

Idealerweise wird durch die Zugabe von Neutralsetpuffer die Entwindung der DNA
angehalten und dies sollte sich auch durch Zugab&ybrGreen-L6sung nicht verandern. Um
dies zu prufen, wurde das Fluoreszenzsignal nagalZivon SybrGreen sofort und nach 10,
20 und 30 Minuten im Fluorimeter gemessen. Hierdgardie T- (absolute DNA-Menge), PO-
(Entwindung ohne Schadigung), P1- (Entwindung nBestrahlung mit einer Dosis von
0,29 Gy) und P2-Werte (Entwindung nach 2,1 Gy) wmhnen PBMC (600 Zellen/ul)

verglichen.
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Ergebnis

470 pl SybrGreen-L6ésung
ohne NaOH
Mischen

70 pl Zellsuspension

70 pl Lysepuffer

140 pl Neutralisationspuffer
70 pl Entwindungspuffer
470 pul SybrGreen-Lésung
Gesamt: 820 pl

DNA-Entwindung ohne NaOH
nach Mischen

12000 4
10000 +
8000 +
6000

4000 +

Fluoreszenzsignal
(arbitrary units)

2000 +

oJ

T=11171
Standardabweichung 4.3%

SybrGreen-Fluoreszenzsignal in Abhéangigkeit von deEeit

Fluoreszenzsignal [relative Einheiten]

Sybr Green-Fluoreszenzsignal in Abhéangigkeit
der Zeit ohne NaOH und nach Mischen (1x400u

—8—P() —0—T —0—P1—0-—P2
15000 -

4000 //

——

13000 o

0 5 10 15 20 25 30
Zeit [Min]

Abb. 17 Schematische Darstellung des Versuchsaufbamit ErgebnissenLinks: Versuchsbedingungen,

SybrGreen enthalt keine NaOH und wird mit dem Zes#lygemischt, links unten: Grafische Darstellung
des T-Wertes und der dazugehérigen Standardabwejchru Achtfachbestimmung. Rechts graphische
Darstellung des Fluoreszenzsignals in Abhangighkaitder Zeit.

Interpretation

Das Fluoreszenzsignal nimmt mit der Zeit zu, wadebéet, dass eine Renaturierung der DNA

stattfindet. Abgesehen davon verlaufen die viendéar(T, PO, P1 und P2) nicht parallel, das

bedeutet unterschiedliche Verhéltnisse einzelnekteyT, PO, P1 und P2) zueinander, je nach

Zeitpunkt der Messung. Daher waren weitere Optinmgen vonndten (Abb. 17).
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Reduktion des Volumens der SybrGreen-Ldsung

Wie schon erwahnt wurde im urspringlichen FADU-Bkotl NaOH der SybrGreen-LAosung
zugegeben, um das Problem der Renaturierung der Dabh Zugabe von SybrGreen zu
umgehen. Es wurde aber festgestellt, dass das &fiscieine Reduktion der
Standardabweichung auf die Halfte mit sich brirfgtl{. 15) und dadurch eine Erhéhung der
Empfindlichkeit bewirkt. Eine Verbesserung der Emglichkeit wird nach wie vor
angestrebt, deshalb wurde weiterhin auf NaOH in SgorGreen-Losung verzichtet. Nun
wurde, um das Problem der Renaturierung zu umgetenVolumen an SybrGreen-Ldsung
reduziert, wodurch der davor zugegebene Entwindurféer weniger verdinnt wird, sodass
das Endvolumen eine hohere Konzentration an NaQh&aknDie SybrGreen-Menge wurde
aber nicht gedndert. FlUr diese Experimente wurdeidd PO-, P1- und P2-Werte in humanen
PBMC (341 Zellen/ul) untersucht (P1 = 0,29 Gy; P2 £Gy).

Ergebnis
Reduktion des Volumens der SybrGreen-Ldsung
470 pl SybrGreen-Lésung 235 pl SybrGreen-Lésung 156 pl SybrGreen-Lésung
ohne NaOH ohne NaOH ohne NaOH
Mischen Mischen Mischen
Gesamt: 820 pl Gesamt: 585 pl Gesamt: 506 pl
SybrGreen-Fluoreszenzsignal il SybrGreen-Fluoreszenzsignal it SybrGreen-Fluoreszenzsignal il
Abhéangigkeit der Zeit Abhéangigkeit der Zeit Abhangigkeit der Zeit
——P0 ——T —e—P1 —o- P2 ——P0 —e—T —o—P1 o P2 —o—PO ——T —e—P1 ——P2
16000 16000
17000
—_ 15000% 15000 '//—.’4.
.§ g // = 16000 .//0\.
[} = j&3
£ w00 2 14000 S 15000
: £ faw
-,GE_J, 13000 AOE) 13000 g 14000
5 P1/PO T-test = 0.37 k| P1/P0 T-test = 0.31 k] //—”/"
% 12000 % 12000 % 13000
4 g o g P1/PO T-test = 0.001
E 11000 > —0 % 11000 5 ° ‘@ 12000
S ° IS S
o [ N
g 10000 § 10000 4—2 8 11000
S 5 El
|_—3|_ 2000 E 9000 Y 10000 o o
o
T=20°C T=20°C o T=20°C
8000 8000 9000
0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
Zeit [Min] Zeit [Min] Zeit [Min]

Abb. 18 Schematische Darstellung des Versuchsauftmumit Ergebnissen.Links: Zugabe von 470 pl
SybrGreen-Ldsung. Mitte: Zugabe von 235 ul SybrGils@sung. Rechts: Zugabe von 156 ul SybrGreen-
Losung.
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Durch das Reduzieren des Endvolumens wurde niahtlieuDNA-Renaturierung verhindert,
sondern auch eine hohere Auflosung zwischen den Wierten erreicht (Abb. 18). Dieses
zusammen mit dem Mischen und dem Verzicht auf Na@Hder SybrGreen-Losung
ermoglichen die Detektion von DNA-Strangbriichenmeainer Bestrahlungsdosis von 0,14 Gy
gebeniuber der unbestrahlten Kontrolle (PO) mitrestatistischen Signifikanz (p < 0,05 nach
dem t-Test, Abb. 19). AuRerdem erlaubt die Erhdhdeg Fluoreszenzsignals durch das
Mischen eine Reduktion der bendétigen Zellzahl asifzio 100 Zellen/ul.

DNA-Strangbriche in humanen PBMC

nach Bestrahlung
100

o 80 i\g\\
c
=)
& 60 L2
c
(0]
N
[79)
® 40
Ei y=-12,39x + 86,772
w R?=0,9412
£ 20
0 T T T T T 1
0 04 0,8 12 16 2 24

Bestrahlungsdosis [Gy]

Abb. 19 DNA-Entwindung in Abhangigkeit der Bestrahungsdosis

Humane PBMC wurden mit verschiedenen Dosen zwisdhéd und

2,2 Gy bestrahlt. Mit zunehmender Dosis nimmt dasieszenzsignal,
das heil3t der Anteil an doppelstrangiger DNA naditadf des FADU-
Protokolls, ab. Die Fehlerbalken entsprechen dandgrdabweichung in
Vierfachbestimmung. t-Test fir den Vergleich 0,14\Gy0 Gy: p=0,02

5.1.3 Optimierung von Protokollen

Die Detektion von DNA-Strangbriichen mittels FADUsleat auf der Denaturierung der DNA
unter alkalischen Bedingungen. Das bis jetzt vasdes Protokoll wurde in humanen PBMC
und Jurkat-Zellen fur eine hohe Empfindlichkeit iopéert, weswegen stark alkalische
Bedingungen vorherrschen.

Der PO-Wert ist ein Mal3 fur die DNA-Strangbriichgeun,physiologischen Bedingungen*

(Enden der Chromosomen und Replikationsgabelnaldédeeise liegt dieser Wert in der Nahe
des T-Wertes (Abb. 21), was fiur die humanen PBMCHFa#l ist. Andere Zelllinien weisen

niedrigere PO-Werte auf, lassen sich aber trotzdd@tndem hier optimierten Protokoll gut
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untersuchen. Dagegen werden mitochondriale DNA (M@pund Plasmid-DNA (4,7 kb)
unter diesen Bedingungen mit nur einem einzigen EBMrangbruch zu 80 bis 100 %
entwunden (Abb. 20).

Entwindung des Plasmis pEGFP-N1

120

Tc POc Tl

100 A
©
>

‘n 804
N
c
S

60+
Q
S

= 404

- POI

>

20 |

0-

Zirkuléares Plasmid Lineares Plasmid

Abb. 20 Entwindung des Plasmids pEGFP-N1Die zirkulare Form des
Plasmids (Tc und POc) enthalt keine DNA-Strangbriicimel wurde

deshalb nicht entwunden. Zur Generierung der lgre&orm (Tl und POI)
wurde das Plasmid mit dem RestriktionsenzigooR| linearisiert. In TI

fand aus chemischen Grinden keine Entwindung slatin hier war der
Neutralisationspuffer vor dem Entwindungspuffer apgegeben worden;
POl hingegen wurde entwunden. Die Fehlerbalken pestten der
Standardabweichung in Vierfachbestimmung (Diploradrb Maria

Moreno, 2004).

Auch manche Zellen, die von Natur aus eine hoheaAhan DNA-Strangbriichen aufweisen,
lassen sich hier unter diesen starken Entwindumtyspengen nicht gut untersuchen. Beispiele
hierfir sind CHO-Zellen und Vogel-Erythrozyten (AbB1), die, im Gegensatz zu den
Erythrozyten von Saugetieren, noch tber einen ggllkerfiigen. Hier ist eine Anpassung von

den Entwindungsbedingungen notwendig.
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DNA-Entwindung ohne induzierte Schadigung
(PO-Werte)

120
B T-Werte O PO-PBMCE P0-Jurkatd PO-HeLam@ PO-CHOO PO-Vogel-Erythrozyten

T
80 | [

100

60 | T

40 |

% Fluoreszenzsigne

20

0

Abb. 21 DNA-Strangbriiche unter physiologischen Bedigungen in
verschiedenen ZellsystemenT stellt den Referenzwert ohne Entwindung
dar (grau). Die DNA von humanen PBMC (rot), JurKetlen (blau) und
HelLa Zellen (griin) bleibt nach Entwindung tber 50 %pdstréangig. Bei
CHO-Zellen (violett) und Vogel-Erythrozyten (gelb)rdsdie DNA zu mehr
als 50 % entwunden. Die Fehlerbalken entsprechest@adardabweichung
von 50 Experimenten (-CHO von drei Experimenten)

Protokoll fiir Vogel-Erythrozyten-DNA

Im Rahmen einer Kooperation mit Dr. Anne Peters I(M& Ornithologie/Vogelwarte
Radolfzell) kamen Blutproben von Voégeln zur Messung FADU-Assay. Es wurden im
Rahmen eines an der Vogelwarte laufenden Projekter,AGeschlecht, Mauser und
Fettablagerung fir 48 Individuen (Blaumeisen undnbtisgrasmicken) dokumentiert. Die
Vogel wurden in zwei Gruppen aufgeteilt, wobei ei@euppe mit Anthozyanen, die eine
antioxidative Wirkung besitzen, gefuttert wurde,hnéhd die Kontrollgruppe eine Standard-
Diat erhielt. Die Zufutterung mit Anthozyanen selllie DNA vor oxidativem Stress schitzen;
fur diesen Fall wurde eine geringere DNA-Entwindureg den PO-Proben erwartet. Um dies
zu testen, wurde 1 pl Vogelblut in 10 ml Suspensporffer verdiinnt, was zu einer Zellzahl
von 250-300 Erythrozyten/ul fuhrte. Davon wurdenu®@ell fur die Untersuchung der T-
und PO-Werte verwendet. Die Entwindungsbedingungarden wie folgt gedndert: 0,1 M
NaOH im Entwindungspuffer (statt 0,2 M), Entwindubgi O °C (statt bei 30 °C), und es
wurde 0 min Entwindungszeit zugelassen (statt 60uidin). Mit diesem daflr optimierten

Protokoll liegen die PO-Werte zwischen 96,9 und.8&5.
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Ergebnis

Physiologische DNA-Strangbriiche il
Vogel-Erythozyten

100 -

80

60

40

20

% Fluoreszenzsignal

- Anthozyane + Anthozyane

Abb. 22 DNA-Strangbriiche von Vogel-Erythrozyten uner
physiologischen Bedingungen48 Vogel wurden mit einer Standard-
Diat (rot) oder zusatzlich mit Anthozyanen (blaefigtert.

Die Fluoreszenzintensitat ist in % der T-Werte a@aipen. Die
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichun@¥drot) und 23
(blau) Vogeln

Interpretation

Was die Anthozyan-Zufutterung betrifft, wurde kesignifikanter Unterschied zwischen den
DNA-Strangbrichen (PO-Werte) der Vogel der zweigpen gefunden (Abb. 22).

Protokoll fiir Plasmide und mitochondriale DNA (mtBN

8-0x0G-Schaden wurden in Plasmid-DNA durch Inkuwyatmit SIN-1 induziert. Danach
wurde das Plasmid mit dem Enzym Formamidopyrimi@ipkosylase (Fpg) inkubiert. Fpg
erkennt spezifisch 8-oxoG und erzeugt an diesdteSteder DNA einen Einzelstrangbruch,
der mithilfe des FADU-Assays erfasst werden kanm Wdiese oxidativen Schaden in
Plasmiden zu messen, musste jedoch das FADU-Pibtlikodie Entwindung geéandert
werden. Nach mehreren Versuchen wurde die Entwiggledingung auf 0 °C bei

45 Sekunden Entwindungszeit optimiert (Abb. 23).
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Ergebnis

% Fluoreszenzsignal

Entwindung eines 14 kb Plasmids nach Inkubation

mit SIN-1 und Fpg
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Abb. 23 Nachweis von 8-0xoG in
Plasmid-DNA mit der automa-
tisierten FADU-Methode.

TO reprasentiert die absolute DNA-
Menge und ist als 100% definiert. PO
ist die DNA-Entwindung ohne SIN-1
induziertes 8-oxoG. P1 st die
Entwindung nach Inkubation mit dem
Enzym Fpg (E) und ohne induzierte 8-
0x0G. P2 — P5 stellt die Zunahme der
Entwindung mit zunehmenden SIN-1
Konzentrationen (indirekter Nachweis
durch die Wirkung von Fpg). Mit
Induktion von 8-oxoG durch SIN-1
ohne Fpg (erster und zweiter Balken
von rechts) wurden keine DNA-
Strangbriiche nachgewiesen. Mit der
Inaktivierung von SIN-1 mit der Zeit
(4 std) verringert sich die Entwindung
(dritter Balken von rechts). Fehler-
balken entsprechen der Standard-
abweichung in Achtfachbestimmung.
(N.B. Diese Experimente wurden in
enger Zusammenarbeit mit Dipl. Biol.
Joachin Kienhofel durchgefuhrt

Fur das Protokoll fur die Untersuchung von Stratighen in mtDNA wurde zusatzlich der

Entwindungspuffer 1:2,8 in Suspensionspuffer verdiund die Entwindungszeit auf 15
Sekunden verkirzt (Abb. 24).
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Ergebnis

8-0x0G in mt-DNA aus Mausherzen
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Abb. 24 Indirekter Nachweis von 8-0xoG in mtDNA vonMausen mit
der automatisierten FADU-Methode.

TO reprasentiert die absolute DNA-Menge und ist1d{f % normiert. PO
ist die DNA-Entwindung ohne Fpg. Das Fluoreszenzadignmmt nach
der Inkubation mit dem Enzym Fpg ab (PO+Fpg). Diensgzen Balken
reprasentieren 3 Monate alte Mause und die graaéke® 10 Monate alte
Mé&use mit Diabetes. Fehlerbalken entsprechen @edatdabweichung in
Vierfachbestimmung, *=p<0,001. (N.B. Diese Experiteenvurden in
enger Zusammenarbeit mit Dipl. Biol. Joachim Kiéfen durchgefiihrt.)

Interpretation

Die hier optimierten Protokolle erméglichen die Asewdung der neuen automatisierten

FADU-Version fur den Nachweis von 8-0xoG in Plasmidd mitochondrialer DNA.
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5.1.4 Messung von kryopraservierten humanen monolagken Zellen aus dem peripheren
Blut (PBMC)

PBMC wurden aus drei verschiedenen Spendern isolfen jedem Spender wurde ein Tell
der PBMC kryopraserviert, der andere Teil wurde Bj#t Gy bestrahlt und mit der
automatisierten FADU-Methode hinsichtlich der DN&ghgbriche vermessen. Die
kryopraservierten PBMC wurden 2 Tage spater aatgeind ebenso bestrahlt und gemessen.
PO (physiologische DNA-Strangbriche) und Pl (Sahédi) von kryopraservierten und
frischen PBMC wurden verglichen.

Ergebnis
Frische PBMC Eingefrorene PBMC
Spender PO P1 PO P1
1 81% 46% 83,1% 42,2%
2 85% 48,2% 82,3% 42%
3 77,8% 37,8% 81,4% 39,5%

Tab. 3 Vergleich von DNA-Strangbriichen in PBMC von drei Spendern (1-3) vor und nach dem
Einfrieren/Auftauen. PO reprasentiert die DNA-Strangbriiche ohne indteiSchadigung und P1 nach einer
Bestrahlung mit einer Dosis von 3,4 Gy.

Interpretation

In beiden Fallen, vor dem Einfrieren und nach denirieren/Auftauen der PMBC, wurden in

allen Spendern die gleichen Werte gemessen mit set@ niedrigen Abweichung zwischen
1,7 und 6,2 % (Tab. 3). Da kein statistischer dikgunter Unterschied messbar ist, kann der
automatisierte FADU-Assay ohne Auswirkung auf dageBnis auch fir nach der Isolierung

eingefrorene und vor der Messung wieder aufget@BtdC eingesetzt werden.
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Kapitel 2

Validierung des neuen automatisierten FADU-Assaysuz
Detektion von DNA-Strangbrichen und ihrer Reparatur
In verschiedenen Zellsystemen
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5.2.1 Einleitung zum Versuchsaufbau

Um die FADU-Methode zu validieren, wurden Jurkati&ie HeLa-Zellen und humane PBMC
benutzt. DNA-Strangbriiche wurden durch Bestrahluoder bekannte genotoxische
Substanzen induziert. Um die DNA-Reparatur zu etiolbgn, wurden die Zellen bei 37 °C

inkubiert.

5.2.2 Induktion von DNA-Strangbriichen

Die Energiedosis (in Gy) bzw. die Substanzkonzéoman, die Inkubationszeiten und die
jeweils erreichte maximale Empfindlichkeit (staishe Signifikanz nach dem t-Test) sind in
der Tabelle 4 zusammengefasst. Flr den Versuctmasfbhe Abschnitt 4.2.2.1. Als Negativ-
Kontrolle (Substanz, die keine DNA-Strangbricheuiridrt) wurde Medium ohne weitere

Zusatze benutzt.

Abb. DNA-Strangbrtiche Dosis/Konzentration Inkubationszeiten Zelltyp | Empfindlichkeit*

Nummer durch

25 Zellkulturmedium | 10-50 pl 60 Minuten Jurkatlljeme ’.“eSba“
nterschiede

26 | DMSO | 0,5-15 % | 30 Minuten | Jurkat 10 %

5 Minuten (links)

27 Etoposid 50 nM—40 uM 60 Minuten (rechts) Jurkat | 1 uM
28 | Etoposid | 1-20 uM | 5-20 Minuten | Jurkat 1 pM
29 | SIN-1 | 100 pM-3mM | 30 Minuten | Jurkat 500 pM
i 30 Minuten (oben) 200 uM
30 || SIN-1 200 UM=10 MM 94y Minuten (unten) Jurkat | g5 wvin., @ FCS
31 Roéntgen- 0,14-2,17 Gy Dauer der Bestrding PBMC | 14 cGy

Bestrahlung von 30 bis 130 Sekunden

.0,1ng/ml nach

32 LPS 0,1 ng/ml 0-50 Minuten PBVC,
Minuten

33 Camptothecin 5nM-1 pM 5 Minuten PBMC 5nM
Jurkat

Tab. 4 Zusammenfassung Abbildungen 25-33Messung der DNA-Strangbriiche nach Bestrahlung und
Inkubation mit genotoxischen Substanzen und Zelkoledium in Jurkat-Zellen und humanen PBMC.
*Niedrigste gemessene Dosis mit statistisch sigaifter Zunahme der DNA-Strangbriiche verglichen raind
Kontrollwert PO (t-Test, P < 0,05).
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Ergebnisse

Es wurde gezeigt, dass mit der neuen automatist&dJ-Methode Folgendes leisten kann:

1. DNA-Strangbriiche, die von DMSO, Etoposid, SIN-gBestrahlung, LPS oder
Camptothecin induziert wurden, dosisabhangig deteskt;

2. Die von genotoxischen Substanzen induzierten DNaAsgbriche in Abhangigkeit
von der Dosis und von der Wirkungszeit parallehssen. Im Fall von Etoposid ist der
genotoxische Effekt in Abhangigkeit von der Dog#rleer als in Abhangigkeit vor der
Zeitdauer der Etoposid-Inkubation (Abb. 28);

3. Unterschiedliche DNA-Entwindung als Funktion dekdbationsbedingungen, messen.
So wurde eine héhere Anzahl an DNA-Strangbricher nakubation mit SIN-1 in
Medium ohne FCS als in Medium mit FCS gemessen (B0)

4. Unterschiedliche DNA-Entwindung als Funktion dedltyps erfassen. Jurkat-Zellen
sind replikative Zellen und deshalb sensitiver géiper Zytostatika (CPT) als PBMC,

diese Eigenschaft wurde hier auch gemessen (Abb. 33

Negativ-Kontrolle

i ) Abb. 25 DNA-Strangbriiche in
DNA-Strangbriche in Jurkat-Zellen nach 1 Std Jurkat-Zellen nach Inkubation in
Inkubation auf 37 °C RPMI-Medium. K stellt den
Referenzwert ohne Entwindung dar.
100 | Die grinen Balken (E1-E5)
_I_ —I_ 5 rh i {_ reprasentieren, von links nach
80 1 rechts, die Zugabe von jeweils 10-
50 ul  Medium, so wurde ein
60 Dosiswirkungsexperiment simuliert.
Das Fluoreszenzsignal bleibt
unverandert, das bedeutet keine
20 Zunahme der endogen vorhandenen
DNA-Strangbriche.  Fehlerbalken
0 entsprechen der Standardabweichug
K El E2 E3 E4 ES in Dreifachbestimmung.

120 4

40

% Fluoreszenzsignal
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DMSO-Kontrolle

Viele genotoxische Substanzen sind in DMSO gelbst. von DMSO induzierten DNA-

Strangbriiche wurden fur verschiedene Konzentratioime Jurkat-Zellen gemessen. Die

Anwesenheit von DMSO wahrend 30 Minuten in Konzatinen unter 2 % verursachen
keine DNA-Strangbriiche (Abb. 26). Da die Endkonmdiin an DMSO in keinem

Experiment einen Wert von 0,5 % Ubersteigt, kanmodaausgegangen werden, dass keine

Losungsmittel-induzierten Strangbriiche entsehen.

DNA-Strangbriiche in Jurkat-Zellen nach 30

Minuten Inkubation mit DMSO
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DNA-Strangbriiche in Jurkat-Zellen nach

5 Minuten Inkubation mit Etoposid
120 120

Abb. 26 DNA-Strangbriiche in
Jurkat-Zellen nach Inkubation
mit DMSO. Ab einer Konzentration
von 2% nehmen die DNA-
Strangbriiche mit  zunehmender
DMSO-Konzentration zu. Der graue
Balken stellt den Referenzwert PO
dar. Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung von Dreifach-
bestimmungen. *P<0,05 ab 10 % in
Vergleich zu Kontrollwert.

DNA-Strangbriiche in Jurkat-Zellen nach
1 Std Inkubation mit Etoposid
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[Etoposid]
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[Etoposid]

Abb. 27 DNA-Strangbriiche in Jurkat-Zellen nach Inkubation mit Etoposid. Links: Die DNA-
Strangbriiche nehmen mit zunehmender Etoposid-KorsgEmen von 50 nM bis 2 uM nicht zu;
rechts: Nach 1 Stunde Inkubation mit Etoposid-Kotrationen von 5 pM oder héher ist die DNA 80—
90% entwunden. Der graue Balken stellt den RefevertzPO dar. Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung von Dreifachbestimmungen. *P<801 uM in Vergleich zu Kontrollwert.

63



Ergebnisse

DNA-Strangbriiche nach Inkubation mit Etoposid
Abb. 28 DNA-Strangbriiche

100 T T

* 05 min 010 min 0 15 min @ 20 min In f]urkat'z_e”en nac.h Inku,-
_ &0 T{ _ bation mit !_Et0p03|d. Die .
© DNA-Strangbriiche nehmen mit
2 zunehmenden  Etoposid-Kon-
;E) 60 1 n zentrationen und mit der
N Inkubationszeit zu. Fehler-
05’ 40 1 - balken entsprechen der Stan-
2 dardabweichung von  Drei-
S 0 L n fachbestimmungen. *P<0,05 ab

1 uM in Vergleich zu Kontroll-
. wert PO (=100%).
1 5 10 15 20
Etoposid [uM]
SIN-1

DNA-Strandbriiche in Jurkat-Zellen nach

30 Minuten Inkubation mit SIN-1
120 -

Abb. 29 DNA-Strangbriche in Jur-

kat-Zellen nach Inkubation mit 5 1004 T —*I—

SIN-1. Die DNA-Strangbriiche neh- & | o

men mit zunehmender SIN-1- £

Konzentration zu. Der graue Balken § 60 ==

stellt den Referenzwert PO dar. Feh- 5

lerbalken entsprechen der Standardab- I N

weichung von Dreifachbestimmungen. = 2 —

*P<0,05 ab 500 uM in Vergleich zu 0

Kontrollwert. OpM  100pM  500pyM  1mM  2mM  3mM
[SIN-1]

Auswirkung der Anwesenheit von FCS auf SIN-1-indue DNA-Strangbriche
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Abb. 30 DNA-Strangbriiche in Jurkat-Zellen nach 30 Mnuten (links) und 90 Minuten
(rechts) Inkubation mit SIN-1 in Medium ohne und mit 10 % FCS. Die DNA-Strangbriiche
nehmen mit zunehmender SIN-1-Konzentration zu. hwésenheit von FCS wurden weniger
DNA-Strangbriiche gemessen als in Abwesenheit vors.FDer graue Balken stellt den
Referenzwert PO dar. Fehlerbalken entsprechentdad&dabweichung in Dreifachbestimmung.
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Rontgen-Bestrahlung

DNA-Strangbriiche in humanen PBMC nact
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Abb. 32 DNA-Strangbriiche in
humanen PBMC nach Inkuba-
tion mit LPS. Die DNA-Strang-
briiche nehmen mit zunehmender
Inkubationszeit mit LPS zu. Der
graue Balken stellt den Referenz-
wert PO dar. Fehlerbalken
entsprechen der Standardabwei-
chung von Dreifachbestimmun-
gen. *P<0,05 ab 5 Minuten
Inkubation in Vergleich zu Kon-
trollwert.
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Abb. 31 DNA-Strangbruche in huma-
nen PBMC nach Bestrahlung. Die
DNA-Strangbriiche nehmen mit der Zu-
nahme der Bestrahlungsdosis zu. Die
grauen Balken sind die Kontrollwerte
(T= absolute DNA-Menge, PO = phy-
siologische DNA-Strangbriiche). Die
roten Balken repréasentieren, von links
nach rechts, die Zunahme der DNA-
Entwindung in Abhé&ngigkeit von der
Energiedosis. Fehlerbalken entsprechen
der Standardabweichung von Dreifach-
bestimmungen. *P<0,05 ab 0,14 Gy in
Vergleich zu PO.
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Abb. 33 DNA-Strangbriiche in humanen PBMC (links) und Jurkat-Zellen (rechts) nach

Inkubation mit Camptothecin (CPT). Die DNA-Strangbriiche nehmen insbesondere bei furka
Zellen mit zunehmender CPT-Konzentration zu. DeugrBalken stellt den Referenzwert PO dar.
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichurigréifachbestimmung. *P<0,05 ab 5nM in

Vergleich zu Kontrollwert.
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5.2.3 Reparatur der DNA-Strangbriche

Die Energiedosis (in Gy) bzw. die Substanzkonzéotman, ihre Inkubationszeiten und die
Reparatur-Zeiten sind in der Tabelle 5 zusammesgefaéir den Versuchsaufbau siehe
Abschnitt Material und Methoden 4.2.2.2. Als Negdtontrolle wurde Medium ohne weitere

Zuséatze benutzt.

| Abb. Nummer | DNA-Strangbriiche durch | Dosis bzw. Konzentration |  Inkubatiorszeiten | Zelltyp

| 34 | Zellkulturmedium | 50 pl | 5-20 Minuten | Jurkat
| 35 | Bestrahlung | 3,8-13,8Gy | 5-20 Minuten Jurka;
| 36 | Bestrahlung | 3,8Gy | 10-40 Minuter| PBMC
| 37 | Etoposid | 15 uM | 10—40 Minuter| Hela

‘ 38 ‘ Camptothecin égg Em 5-20 Minuten Jurkat

| 39 | Camptothecin | 100 mM | 10—40 Minuten Hela
| 40 | Etoposid | 15 uM | 10-40 Minuter| Hela

| 41 | Bestrahlung | 6,8 Gy | 5-20 Minuten | Jurkat
| 42 | Bestrahlung | 6,8 Gy | 5—20 Minuten | PBMC

Tab. 5 Zusammenfassung Abbildungen 34-42Bestrahlung und genotoxische Substanzen, Dosis,
Inkubationszeiten fur die Reparatur und Zelltyp jexher Abbildung sind hier aufgelistet.

Ergebnisse

1. DNA-Reparatur konnte in verschiedenen Zellen (hienaRBMC, HelLa- und Jurkat-

Zellen) erfolgreich gemessen werden;

2. Die Reparatur wurde in Abhé&ngigkeit von der Zeitfolgt (Reparaturkinetik), und
Unterschiede zwischen den verschiedenen Zellsystéwmenten erfasst werden;

3. Eine Stimulierung der DNA-Reparatur durch FCS wuttdiektiert. Diese Stimulierung
war zu beobachten sowohl in den Zellen, die nur5fibis 20 Minuten wahrend der
Reparatur in Medium mit FCS aufgenommen wurdenaath in PBMC, die vor der
Bestrahlung fir 24 Stunden in Medium mit FCS inlewbworden waren. Eine starkere
Stimulierung der Reparatur durch FCS wurde beoleaaimt Vergleich mit Zellen, die

in Medium ohne FCS unterdurchschnittlich reparieren

4. FCS hat keinen Einfluss auf das Fluoreszenzsignal.
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Negativ-Kontrolle

Abb. 34 DNA-Strangbriiche in Jurkat-
Zellen nach Inkubation im RPMI-
Medium. Der graue Balken stellt den
Referenzwert PO dar. Der rote Balken
représentiert die ,Schadigung” (in
diesem Fall keine) nach 20-minutiger
Inkubation auf Eis. Die blauen Balken
stellen die DNA-Reparatur nach jeweils
5-20 Minuten Inkubation bei 37 °C dar.
Das Fluoreszenzsignal bleibt unveran-
dert, dies bedeutet keine Zunahme/-
Abnahme der DNA-Strangbriche.
Fehlerbalken entsprechen der Standard-
abweichung in Dreifachbtimmung.
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Abb. 35 DNA-Reparatur in Jurkat-
Zellen nach Bestrahlung. Die DNA-
Strangbriiche (rote Balken) wurden
durch Bestrahlung induziert. Die DNA-
Reparatur (blaue Balken) wurde nach 5,
10, 15 und 20 Minuten gemessen; hier
nimmt das Fluoreszenzsignal mit der
Zeit zu. Der graue Balken stellt den
Referenzwert PO dar. Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung
von Dreifachbestimmungen.
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Abb. 36 DNA-Reparatur in humanen
PBMC nach Bestrahlung. Die DNA-
Strangbriiche (rote Balken) wurden
durch Bestrahlung induziert. Die DNA-
Reparatur (blaue Balken) wurde nach 5,
10, 15 und 20 Minuten gemessen, hier
nimmt das Fluoreszenzsignal mit der
Zeit zu. Der graue Balken stellt den
Referenzwert PO dar. Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung in
Dreifachbestimmung.
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Abb. 37 DNA-Reparatur in Hela-
Zellen nach Inkubation mit Etopo-
sid. Die Zellen wurden mit 15 uM
Etoposid bei 37 °C inkubiert (rote
Balken). Nach 5 Minuten wurde das
Etoposid-haltige Medium durch Eto-
posid-freies ersetzt, und die DNA-
Reparatur (blaue Balken) wurde nach
weiteren 5, 10, 15 und 20 Minuten
gemessen, hier nimmt das Fluores-
zenzsignal mit der Zeit zu. Der graue
Balken stellt den Referenzwert PO dar.
Fehlerbalken entsprechen der Stan-
dardabweichung in Dreifachbestim-
mung.

DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach Inkubation

mit 500 nM CPT
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Abb. 38 DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach Inkubation mit CPT. Die Zellen wurden mit
100 nM (links) und 500 nM (rechts) CPT 5 Minuten B&i°C inkubiert (rote Balken). Ohne CPT aus
dem Medium zu entfernen, wurde die DNA-Reparatlau® Balken) nach 5, 10, 15 und 20 Minuten
gemessen, hier nimmt das Fluoreszenzsignal miZdierzu. Die grauen Balken stellen die jeweiligen
Referenzwerte (P0) dar. Fehlerbalken entspreche8tdadardabweichung in Dreifachbestimmung.
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Effekt von FCS auf die Reparatur

Camptothecin

Etoposid

DNA-Reparatur in HeLa-Zellen nach
5 Minuten Inkubation mit 100 nM CPT
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Abb. 39 DNA-Reparatur in HeLa-Zellen nach Inkubation mit CPT. Nach 5
min wurde das CPT-haltige Medium durch CPT-freiese&zt. Die DNA-
Reparatur wurde in Medium ohne FCS (blaue Balkew) mit 5 % FCS (gelbe
Balken) zugelassen und nach 10, 20, 30 und 40 Elingemessen. Die DNA-
Reparatur wurde fir jeden Zeitpunkt RX=10, 20, 30 und 40 Minuten) auf die
Fluoreszenzabnahme von PO, die nach CPT-Inkubatiéinritt (P1 = Schadigung
ohne anschlieRende Reparatur), bezogen (% RepardRy-P1)/(P0-P1)x100).
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichuggifachbestimmung.
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Abb. 40 DNA-Reparatur in HelLa-Zellen nach Inkubation mit Etoposid.
Nach 5 min wurde das Etoposid-haltige Medium durabp&sid-freies ersetzt.
Die DNA-Reparatur wurde in Medium ohne FCS (blawdkBn) und mit 10 %
FCS (gelbe Balken) zugelassen und nach 10, 20n804Q Minuten gemessen.
Die DNA-Reparatur wurde fir jeden Zeitpunkf RX = 10, 20, 30 und 40
Minuten) auf die Fluoreszenzabnahme von PO, diéh rietoposid-Inkubation
auftritt (P1 = Schadigung ohne anschlieRende Rapyrdezogen (% Reparatur
= (R—P1)/(P0-P1)x100). Fehlerbalken entsprechen ded&tdabweichung in
Dreifachbestimmung.
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Bestrahlung

DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen
nach 6,8 Gy
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Abb. 41 DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach BestraHung. Die
DNA-Reparatur wurde in Medium ohne FCS (blaue Bajkend mit 10 %
FCS (gelbe Balken) zugelassen und nach 5, 10, Ib 2ihMinuten
gemessen. Die DNA-Reparatur wurde fir jeden Zeitp&k (X = 5, 10,

15 oder 20 Minuten) auf die Fluoreszenzabnahme R@ndie nach der
Bestrahlung auftritt (P1 = Schadigung ohne ansBbliele Reparatur),
bezogen (% Reparatur =,{HP1)/(P0—P1)x100). Fehlerbalken entsprechen
der Standardabweichung in Dreifachbestimmung.
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Abb. 42 DNA-Reparatur in humanen PBMC nach Bestrahlumg. Die
DNA-Reparatur wurde in Medium ohne FCS (blaue Bajkend mit 10 %
FCS (gelbe Balken) zugelassen und nach 5, 10, b 2thMinuten
gemessen. Die DNA-Reparatur wurde fur jeden Zeitp&k (X = 5, 10,

15 oder 20 Minuten) auf die Fluoreszenzabnahme ROn die nach
Bestrahlung auftritt (P1 = Schadigung ohne ansBbliele Reparatur),
bezogen (% Reparatur =P1)/(P0—P1)x100) Fehlerbalken entsprechen
der Stindardabweichung in Dreifachbestimmu
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Der Anteil an FCS im Reparatur-Medium mit FCS bgti® %. Nach den Verdiinnungen mit

den verschiedenen Puffern und vor der Zugabe dibsteffes SybrGreen betragt dieser Anteil

weniger als 3,5 %. Es wurde gepruft, ob dieser iketeen Einfluss auf das Fluoreszenzsignal

hat, indem die Fluoreszenz von Medium mit und oR& sowie von Puffer ohne Medium

gemessen wurde. Ein Einfluss von FCS auf das Huaerzsignal wurde ausgeschlossen

(Abb. 43).
Fluoreszenzsignal von Medium
(mit und ohne FCS) und Puffern
12000+
10000 + .
O Puffer+Mediun+FCS+Zellen
=y
5 800 B Puffer+Medium+FCS
N C
S <
§ i 60007 B Puffer+Medium
o 9
S =
3 8 4000 O Puffer
g
2000
0 Bl e ——

Abb. 43  SybrGreen-Fluoreszenzsignal.
Der graue Balken (T-Wert) zeigt das Fluo-
reszenzsignal von 30.000 humanen PBMC
in Medium mit FCS und nachdem alle Puf-
fer (Suspensions-, Lyse-, Entwindungs-
und Neutralisationspuffer) zugegeben wur-
den. Der grine Balken zeigt das
Fluoreszenzsignal ohne Zellen, der blaue
Balken ist die Fluoreszenzsignal der Puffer
mit Medium und der gelbe Balken das Sig-
nal der Puffer alleine. Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung in
Dreifachbestimmuny
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DNA-Reparatur in humanen PBMC nach 24 Stunden lakab in Medium mit FCS

PBMC von drei jungen und gesunden Spendern wurdsrdam Blut isoliert. Die Hélfte der
gewonnenen PBMC wurden in Medium mit 10 % FCS audgamen und fur 24 Stunden bei
37 °C inkubiert, danach wurden sie bestrahlt. Depdatur wurde 20 Minuten in Medium
ohne FCS zugelassen. Die andere Halfte der PBMGlemusofort bestrahlt, und nach 20

Minuten Inkubation in Medium ohne FCS wurde die &epur gemessen.

Ergebnis

DNA-Reparatur in humanen PBMC nach 3,8 Gy
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Abb. 44 DNA-Reparatur in humanen PBMC von 3 jungenSpen-
dern nach Bestrahlung.Nach der Isolierung wurden 50 % der PBMC
in Medium mit 10 % FCS aufgenommen und nach 24 d&mrinkuba-
tion bei 37 °C sie bestrahlt (blaue Balken). Digleren 50 % wurden
nach der Isolierung sofort bestrahlt (rote Balkddie DNA-Reparatur
wurde in beiden Féllen in Medium ohne FCS zugetassed nach
20 Minuten gemessen. Die DNA-Reparatur wurde fiir deitpunkt R

= 20 Minuten auf die Fluoreszenzabnahme von POnalid Bestrahlung
auftritt (P1 = Schéadigung ohne anschlielende Raparabezogen
(% Reparatur = (RP1)/(P0-P1)x100) Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung in Dreifachbestimmung.
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Versteckte" Reparatur

Bei Inkubationszeiten mit Camptothecin von 5 bis Mthuten wurde eine Zunahme des
Fluoreszenzsignals gemessen, was eine AbnahmeNfeiSirangbriche bedeutet. Der gleiche

Effekt wurde bei den Konzentrationen 10, 100, 500 1000 nM gemessen (Abb. 45)

Ergebnis

DNA-Strangbriichen in Jurkat-Zellen
nach Inkubation mit CPT
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Abb. 45 DNA-Strangbruche in Jurkat-Zellen nach Inkubation mit
Camptothecin. Die DNA-Strangbriiche nehmen mit zunehmenden
Camptothecin-Konzentrationen zu und mit der Inkigdvetzeit ab.
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichurdyeifachbestim-
muna.

Interpretation

In Reparatur-Experimenten wurde gezeigt, dassmdiazierten DNA-Strangbriiche durch 100
und 500 nM Camptothecin selbst bei Dauerinkubatiindieser Substanz nach 20 Minuten zu
80 bzw. 60 % repariert wurden (Abb. 38). In dieséall ist die Abnahme der DNA-

Strangbriiche mit der Zeit als ,versteckte* Reparatu interpretieren, die Schadigung durch

Camptothecin ist dann schwécher als die Reparatur.
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Antagonismus zwischen Schadigung und Reparatur

Es wurden unterschiedliche Reparaturwerte gemegsenach Ab- oder Anwesenheit von
Camptothecin im Medium wahrend der Reparaturzdib(Ai6).

Ergebnis

DNA-Reparatur in Jurkat Zellen nach
Inkubation mit 100 nM CPT
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Abb. 46 DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach Inkubation mit Camp-
tothecin. Die DNA-Reparatur wurde in Anwesenheit (hellblaBalken)
und Abwesenheit (dunkelblaue Balken) von 100 nM @Bgelassen und
nach 5, 10, 15 und 20 Minuten gemessen. Die DNAaR&pr wurde flr
jeden Zeitpunkt R (X =5, 10, 15 oder 20 Minuten) auf die Fluoresze
abnahme von PO, die nach CPT-Inkubation auftritt{RSchédigung ohne
anschlieBende Reparatur), bezogen (% Reparatur =PUR(PO-
P1)x100). Fehlerbalken entsprechen der Standardeiwve in Drei-
fachbestimmun

Interpretation

In Abwesenheit von Camptothecin wurden 100 % dauzrerten DNA-Strangbriche repariert,
wahrend in Anwesenheit von CPT ein negativer Effaktdie Reparatur gemessen wurde. Das
deutet darauf hin, dass wahrend der Reparaturgditvzeiterhin DNA-Strangbrtche induziert.
Der Antagonismus zwischen Schadigung und Repatasst sich mit der automatisierten

FADU-Methode untersuchen und quantifizieren.
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Hemmung der Reparatur

Jurkat-Zellen wurden 105 Minuten mit dem PARP-ilbitor 3-Aminobenzamid (3-AB) auf

37 °C vorinkubiert. Nach Bestrahlung wurde die Rapa gemessen.

Ergebnis
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Abb. 47 DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach BestraHung. Jurkat-
Zellen wurden 105 Min mit (orange Balken) und ohng thM 3-AB
(blaue Balken) im Medium ohne FCS inkubiert undchiiel3end mit 6,8
Gy bestrahlt. Die DNA-Reparatur wurde nach 5, 1®,ubd 20 Minuten
gemessen. Die DNA-Reparatur wurde fir jeden Zeitp&k (X = 5, 10,

15 oder 20 Minuten) auf die Fluoreszenzabnahme R@ndie nach der
Bestrahlung auftritt (P1 = Schadigung ohne ansBbliele Reparatur),
bezogen (% Reparatur =,{HP1)/(P0—P1)x100). Fehlerbalken entsprechen
der Standardabweichung in Dreifachbestimmung.

Interpretation

Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (Parp-1) spielt eunehtige Rolle in dem Basen-Excisions-

Reparatur-Mechanismus (Burkle, 2005). Hier wurdeegg dass, die Inkubation der Jurkat-
Zellen mit dem PARP-1-Inhibitor 3-AB eine signifiki@ Verzégerung der Reparatur zufolge
hat. Dieses ist nochmals ein Beleg dafur, dassim#ter neuen FADU-Methode die Reparatur

erfolgreich untersucht werden kann.
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Kapitel 3

Anwendung der neuen FADU-Methode zur
Untersuchung der Rolle von Zink

in der DNA-Reparatur
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5.3.1 Einleitung

In diesem Kapitel wird geprift, inwiefern die ineder Arbeit optimierte FADU-Methode in
der Grundlagenforschung Anwendung finden kann. Defiirde die Rolle von Zink auf die
DNA-Reparatur sowie die Abhangigkeit der Reparaam Lebensalter untersucht.

Die Zellen wurden zunachst in An- oder Abwesenbeit Zink bei 37 °C wahrend bestimmter
Zeiten inkubiert. Danach wurden sie bestrahlt, diedReparatur wurde nach einer Zeit von bis
zu 40 Minuten in 5- bis 15-Minuten-Intervallen gesen. Die Inkubationsbedingungen
(Medium, Zeit), der Zelltyp (Jurkat-Zellen, humaRBMC) und die Reparaturzeiten wurden
variiert und werden deshalb unten fur jedes eirzél®rperiment gesondert aufgefihrt. Die
DNA-Reparatur wurde fir jeden Zeitpunkg X = 5, 10, 15, 20, 30 und 40 Minuten) auf die
Fluoreszenzabnahme von PO, die nach der Bestrahdwifigitt (P1 = Schéadigung ohne
anschlieBende Reparatur), bezogen. So bedeutdVein,40%", dass 40% der induzierten

DNA-Strangbriche verschwinden, was als DNA-Repauiaterpretiert wird.

RX_Pl
% Reparatur = —— x 100

0_P1

Die Reparatur-Unterschiede zwischen den verschedd&edingungen (z.B. mit oder ohne
Zink) lassen sich besser vergleichen, wenn der WeitSchadigung) konstant gesetzt wird, so
wird die DNA-Reparatur einer gleichen Anzahl an DiSA&angbrichen gemessen und
verglichen. Ein Effekt der Behandlung auf die Baslung musste in diesem Fall
ausgeschlossen sein. Das trifft auf alle hier vetejben Experimente zu, die hier miteinander
verglichen werden, mit einer Ausnahme: Die Zelldie, im spendereigenen Plasma bestrahlt

wurden, zeigen eine um 17% niedrigere SchadigundialZellen in Medium (Abb. 55).
5.3.2 Genotoxizitat von Zink

Es wurde Uberprift, ob Zink (als Zng@NA-Strangbrtiche induziert. Dafir wurden Jurkat-
Zellen und humane PBMC mit verschiedenen Zink-Kotrztionen inkubiert.
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Ergebnis

Die Inkubation mit bis zu 500 uM Zink wé&hrend 30 ndien induziert keine DNA-
Strangbriche (Abb. 48A und B). Eine ,versteckte DR@paratur® (Abb. 45) ist hier auch
ausgeschlossen, da nach 5, 10, 15 und 20 Minukemation mit 50 uM Zink keine Abnahme
des Fluoreszenzsignals zu messen ist, das bed&ateeé DNA-Strangbruchinduktion
(Abb. 48C).
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£ von links nach rechts, die zunehmenden
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2 L, bleibt jeweils unverandert. Fehlerbalken
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0 0 5 10 15 20 Dreifachbestimmung.
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5.3.3 Einfluss von Zink auf die DNA-Reparatur inutkat-Zellen

Jurkat-Zellen wurden in RPMI-Medium mit zusatzlioheZink (als ZnSG@) inkubiert. Da
Zinkkonzentrationen ab 50 uM Apoptose induzieréshs Abschnitt 3.5.4), wurden die Zellen
mit 10 oder 25 puM Zink inkubiert. Danach wurden dmlen bestrahlt, und nach bestimmten
Zeiten wurde die Reparatur gemessen. Mehrere Ewrpate wurden an verschiedenen Tagen
durchgefuhrt und sind deshalb unabhangig voneirralidewurden zwei verschiedene Effekte

festgestellt:
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1. Bei den Zellen, die nach der Bestrahlung die og@niReparatur erreicht haben, hat
Zink keinen oder einen hemmenden Einfluss (Abb.)49A

2. In den Fallen in denen die Zellen die induziertd&ligung nicht optimal reparieren,
wurde mit Zink ein stimulierender Effekt auf dieg@eatur gemessen (Abb. 49B).

A B

DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach 2,1 Gy DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach 2,1 Gy

120 140
B-Zn O+2Zn B-Zn O+2Zn T
100 - 120
B
T 100 —

80

60 —

40 —
40 —
20 — 204 |
0 04

5 10 15 20 5 10 15 20
Zeit [Min] Zeit [Min]

% Reparatur
3
% Reparatur

Abb. 49 DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach BestraHung. Die Zellen wurden 15 Minuten mit 25 uM
(A) oder mit 10 uM (B) zZnSQinkubiert (gelbe Balken) und danach mit einer Bogin 2,1 Gy bestrahit.
Die Kontrolle (blaue Balken) wurden 15 Minuten gielaaber ohne ZnSQinkubiert. Die DNA-Reparatur
wurde in Medium ohne FCS zugelassen und nach 5130und 20 Minuten gemessen. Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung in Dreifachbestng.

Die Tatsache, dass die Reparatur in Jurkat-Zellerzimk verbessern werden konnte, fihrte
zur Hypothese, dass eine verlangsamte Reparatdleicie eine Konsequenz eines
vorliegenden Zinkmangels sein konnte. Um dies nawkisen, wurde den Jurkat-Zellen Zink
entzogen. Daflir wurde der Zink-Chelator N°,N",N-Ntrakis-(2-Pyridyl-Methyl)-

Ethylendiamin (TPEN) benutzt, 50% der mit TPEN beledten Zellen wurden wahrend 5
Minuten mit 50 uM ZnS@inkubiert und die anderen 50% auf Eis gestelltr(tkalle). Nach

der Bestrahlung wurde die Reparatur nach 5, 10 2ldMinuten gemessen und mit der

Kontrolle verglichen (Abb. 50).
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Ergebnis

Nach Behandlung mit TPEN wurde eine Hemmung der ERéparatur gemessen. Dieser
Effekt konnte durch Zugabe von Zink riickgéangig gelmaverden. Damit wird hier gezeigt,
dass unter optimalen DNA-Reparatur-Bedingungen &inetro-Zink-Zugabe die Reparatur
hemmt, wahrend bei suboptimaler DNA-Reparatur aufdrZinkmangels eine Zugabe von

Zink zu einer Stimulierung der Reparatur fuhrt.

DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach 3,8 Gy
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N
o
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Abb. 50 DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach BestraHung. Die
Zellen wurden 30 Minuten mit 50 uM TPEN (rote Balkemger 30
Minuten mit 50 uM TPEN und anschlie3end 5 Minuten30iuM ZnSQ
(gelbe Balken) inkubiert und danach bestrahlt. Bientrolle (blaue
Balken) wurden parallel, aber ohne TPEN und ohneQniskubiert. Die
DNA-Reparatur wurde in Medium ohne FCS zugelassehnach 5, 10
und 20 Minuten gemessen. Fehlerbalken entsprecleenSthndardab-

weichung in Dreifachbestimmung.

5.3.4 Auswirkung von FCS auf die Inhibition der DAFReparatur durch Zink

Es wurde oben gezeigt, dass bei optimalen RepaBatdingungen Zink selbst in niedrigen
Konzentrationen (25 pM) einen hemmenden Effekt diaf DNA-Reparatur hat (Abb. 49A)

und dass bei suboptimalen Reparatur-Bedingungendi€s® stimuliert (Abb. 39-42 und 44).
Da sowohl FCS als auch Zink einen Einfluss aul@WA-Reparatur haben kénnen, wurde hier

die Interaktion zwischen Zink und FCS untersucht.
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Ergebnis

Der inhibitorische Effekt von Zink auf die Repanatwar in Jurkat-Zellen nicht mehr messbar,
wenn die Zellen wéhrend der Reparatur-Zeit im Medimit 10% FCS inkubiert wurden
(Abb. 51A), was vermutlich bedeutet, dass FCS go8e ,Pufferkapazitat” fur Zink hat; eine
Hemmung der DNA-Reparatur in Anwesenheit von FCSdeuerst nach 15 Minuten
Inkubation mit 100 uM ZnSgdetektiert (Abb. 52).

In humanen PBMC wurde eine ,negative Reparatur” eggean, diese kann man als ,weitere
Schadigung” nach einer solch hohen StrahlendosiHy® Gy interpretieren. Die Reparatur im
Medium ohne FCS beginnt in diesem Spender nach Rutbh. FCS hat auch hier einen
positiven Effekt auf die Reparatur, der Effekt vdmk wird hier aber von FCS maskiert
(Abb. 51B).

DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach 6,8 Gy DNA-Reparatur in humanen PBMC nach 6,8 Gy
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Abb. 51 DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen (A) und humanen PBMC (B) nach Bestrahlung.Die
Zellen wurden fir 10 Minuten mit 25 pM Zng@ Medium ohne FCS (rote Balken) oder in Mediunt mi
10% FCS (gelbe Balken) inkubiert und danach belstrBiie Kontrollzellen wurden parallel, aber ohne
ZnSQ, in Medium ohne FCS (hellblaue Balken) oder Mediaomt 10% FCS (dunkelblaue Balken)
inkubiert. Fehlerbalken entsprechen der Standardaiwng in Dreifachbestimmung.
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DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach 2,1 Gy
120 4
@O0opM 0100 uM O 400 pM
100 -
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Abb. 52 DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen nach BestraHung. Die
Zellen wurden fir 20 Minuten mit 100 (rote Balkemeo 400 uM (gelbe
Balken) ZnSQ inkubiert und danach bestrahlt. Die Kontrolle (da
Balken) wurden parallel, aber ohne ZnS@kubiert. Die DNA-Reparatur
wurde in Medium mit 10% FCS zugelassen und nachi(5,15 und
20 Minuten gemessen. Fehlerbalken entsprechentded&dabweichung
in Dreifachbestimmung.

5.3.5 Einfluss von Zink auf die Reparatur in humam PBMC

Es wurde gezeigt, dass Zink in einer Konzentration bis zu 300 uM in humanen PBMC
keine DNA-Strangbrtiche induziert (Abb. 48B). Hieurde nun der Effekt noch hoherer
Zinkkonzentrationen auf die DNA-Reparatur untersubia FCS einen grof3en Einfluss auf die
Reparatur und auf die verfigbare Zinkkonzentratimat (vgl. Abb. 51), wurden die

Experimente in Medium ohne FCS durchgefihrt.

Ergebnis

In humanen PBMC hat Zink in hohen Konzentrationg® ¢nd 100 uM) nicht nur einen die
DNA-Reparatur hemmenden, sondern auch einen texisEffifekt, da die DNA-Strangbriiche
mit der Zinkkonzentration zunehmen (Abb. 53A). Nigdn Zinkkonzentrationen (10 und
25 uM) haben einen DNA-Reparatur hemmenden odeehektffekt (Abb. 53B).
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Abb. 53 DNA-Reparatur in humanen PBMC nach Bestrahlumg. Die Zellen wurden 10 (A) oder

5.3.6 Einfluss von Medium auf die DNA-Reparatur iumanen PBMC

15 (B) Minuten mit hohen (A) oder niedrigen (B) ZbSKonzentrationen
bestrahlt. Die Kontrolle (blaue Balken) wurden plataaber ohne ZnSginkubiert. Die DNA-Repa-

ratur wurde in Medium ohne FCS zugelassen. FeHlerbantsprechen der Standardabweichung in
Dreifachbestimmung.

inkubiert und danach

Um die physiologischen Bedingungen des jeweiligparfiiers so gut wie moglich zu erhalten,

wurde die Reparatur in spendereigenem Plasma defidhg und mit der Reparatur in Medium

mit und ohne FCS verglichen.

Ergebnis

Es wurde ein Unterschied in der DNA-Reparatur irhédgigkeit vom Medium, in dem die

Zellen inkubiert wurden, gemessen. Medium (mit ohde FCS) zeigt eine Stimulierung der

Reparatur in Vergleich mit spendereigenem Plasnii (B4).
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DNA-Reparatur in humanen PBMC nach 3,8 Gy

100 -

O Plasma O Medium-FCS B Medium+FCS
80 -

60

40

20

% Reparatur

0

-20 4
Zeit [Min]

-40 4

30

40

Abb. 54 DNA-Reparatur in humanen PBMC nach Bestrahlig. Die

Zellen in Medium ohne FCS (rote Balken), Medium &% FCS (blaue
Balken) oder Plasma (gelbe Balken) inkubiert undejés bestrahlt. Die
DNA-Reparatur wurde nach 10, 20, 30 und 40 Minutgemessen.
Fehlerbalken entsprechen der StandardabweichuBeeifachbestimmna.

5.3.7 DNA-Strangbriiche und ihre Reparatur in spegr@igenem Plasma

Es wurde festgestellt, dass die Anzahl an DNA-$fibaiichen nach Bestrahlung in den Zellen,

die im Medium bestrahlt wurden, hoher ist als im dellen, die in spendereigenem Plasma

bestrahlt wurden. Allerdings ist die Variabilité&grdSchadigung in Plasma und in Medium sehr

gering. Der Unterschied im Fluoreszenzsignal zwescim Medium und in Plasma inkubierten
Zellen (Plasma minus Medium) betragt 16,6% (Abb. 55
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% Fluoreszenzsignal
B D
o o
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o

o

DNA-Strangbriiche in humanen PBMC
nach 3,8 Gy

O Kontrolle O Medium O Plasma

Hi

Abb. 55 DNA-Strangbriiche in humanen
PBMC nach Bestrahlung. Der graue
Balken ist der Kontrollwert PO
(physiologische DNA-Strangbriiche). Der
rote Balken repréasentiert die Abnahme des
Fluoreszenzsignals nach Bestrahlung in
Medium ohne FCS und der gelbe Balken
nach der Bestrahlung in spendereigenem
Plasma. Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung von 4 Spendern.
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PBMC von sechs Freiwilligen im Alter von 25 bis 38hren wurden auf DNA-Reparatur
untersucht. Die Zellen wurden in spendereigenersrfdamit 3,8 Gy bestrahlt. Der Anzahl der
DNA-Strangbriche lag bei allen Spendern bei einenertWir die Abnahme des
Fluoreszenzsignals (PO—P1) von 2298,8%. Die Reparatur wurde nach 10, 20, 30 und 40
Minuten nach Inkubation bei 37 °C im Plasma gemesBei den Spendern 2 und 4 wurde

eine ,langsamere” DNA-Reparatur gemessen als bebgendern 1, 3, 5 und 6 (Abb. 56).

DNA-Reparatur in humanen PBMC nach 3,8 Gy

140

I I I
-]E @ 10 Min @ 20 Min O 30 Min O 40 Min
120 -

100 T

80 —

60 -

180 1

1 2 3 5 6

% Reparatur

-20 -
Spender

Abb. 56 DNA-Reparatur in humanen PBMC nach Bestrahlmg.
PBMC von 6 Spendern wurden gereinigt und in eigeféasma wieder
aufgenommen und bestrahlt. Die DNA-Reparatur wurdeh 10, 20, 30
und 40 Minuten gemessen (blaue, rote, gelbe undegBalken). Fehler-
balken entsprechen der Standardabweichuna in Bhdiéstimmunc

5.3.8 Zink und DNA-Reparatur in spendereigenem Biaa

Ein Teil der PBMC von vier Spendern des vorigen dhimsttes wurden parallel wahrend 5
Minuten mit 25 uM ZnS@im Brutschank inkubiert. Nach der Bestrahlung veudie DNA-
Reparatur gemessen und mit der Reparatur der PB&Cjaiveiligen Spenders ohne Zink-
Behandlung verglichen.

Bei den Spendern 2 und 4 wurde eine Stimulierung Rkparatur nach Zink-Behandlung
gemessen, im Gegensatz zu den Spendern 1, 3, 6, e denen die Reparatur ohne Zink-

Behandlung deutlich besser war als bei den Sperilem 4 (Abb. 57).
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Abb. 57 DNA-Reparatur in humanen PBMC von vier Spenérn (A, B, C und D) nach
Bestrahlung. Die Zellen wurden 5 Minuten mit 25 uM Zng@ Plasma auf 37°C inkubiert (blaue
Balken) und danach bestrahlt. Die Kontrolle (gel&lken) wurden parallel aber ohne ZnSO
inkubiert und ebenso bestrahlt. Die DNA-Reparatwrde in Plasma zugelassen. Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung in Dreifachmbestng.

5.3.9 Zusammenfassung

Es
LEi

gelang, die hier entwickelte neue TechnologieHrfblg auf die biologische Fragestellung

nfluss von Zink auf die DNA-Reparatur® anzuwende Es wurden zahlreiche

Optimierungsarbeiten durchgefiuihrt und klare Unteieste festgestellt, wie z. B. der Einfluss
von FCS oder Medium auf die DNA-Reparatur in hunmaR8MC. Es gelang dartiber hinaus,

neuartige Daten zu produzieren. Diese seien heammengefasst:

1. Zink induziert bis zu einer Konzentration von 30turhanen PBMC) bzw. 500 uM
(Jurkat-Zellen) keine DNA-Strangbriiche (Abb. 48).

2. FCS hat einen positiven Effekt auf die DNA-Reparat(Kapitel 2). Die
Reparaturkapazitat ist abhangig vom Medium (RPMEMR + 10% FCS oder
spendereigenes Plasma), in dem die Zellen inkuverden (Abb. 54).
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. Die DNA-Reparatur wird in Jurkat-Zellen nach Entzugn Zink gehemmt, diese
Hemmung wird durch Wiederzugabe von Zink ruckgargggiacht. Damit ist gezeigt,
dass die DNA-Reparatur in Jurkat-Zellen von Zinkstaabhangt (Abb. 50).

. FCS hat eine ,Pufferkapazitat® fir Zink und eigseth nicht fir Untersuchungen zur
Rolle von Zink auf die DNA-Reparatur- (Abb. 52).

. Im Fall einer ,langsameren” Reparatur wird dieseJurkat-Zellen sowie in humanen
PBMC, nach Inkubation mit Zink ,beschleunigt* (Ab#0 und 57).

. Eine hohe Zinkkonzentration (ab 50 uM) hemmt in aBaen PBMC in Abwesenheit
von FCS die Reparatur und fuhrt zu einer Zunahm®deA-Strangbriiche (Abb. 53).

. In spendereigenem Plasma konnte die Zink-Abhéngigkier DNA-Reparatur
nachgewiesen (Abb. 56 und 57).

. Die Anzahl an DNA-Strangbriichen nach einer Bestrajgdosis von 3,8 Gy ist
geringer in Zellen, die im Plasma inkubiert wurd@bb. 55).
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Kapitel 4

Anwendung der neuen FADU-Methode zur
spezifischen Charakterisierung von DSB-Reparatur
defizienter Zelllinien
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5.4.1 Einleitung

Im Rahmen einer Kollaboration mit Professor NicGlartin vonNorthern Institute for Cancer
Resarchan der Newcastle University in Newcastle Upon T{faegland) ergab sich die Frage
nach der ndheren Charakterisierung von Zelllinieih mekannter Defizienz in der DNA-
Doppelstrangbruch (DSB)-Reparatur. Es handelt shkier um drei Derivated der

Hamterzelllinie CHO:

1. V3-CHO-Zellensind defizient fur die DNA-abhangige Proteinkina@@NA-PKcs),
welche fur den Reparaturweg des non-homologougoémdg (NHEJ) notwendig ist;

2. Irs1SF-CHO-Zellersind defizient fur XRCC3, ein Protein, welches fiie Reparatur
durch homologe Rekombination (HR) essentiell ist;

3. AA8-CHO-WildtypZellen dienen als Kontrolle.

Um die induzierten DNA-Strangbriiche zu quantifieier wurde die hier vorgestellte
automatisierte FADU-Methode mit den oben beschriebeZelllinien durchgefihrt. Um die
Uberlebensrate zu bestimmen wurde demogenic survival assagngewendet. Die DSB-

Reparatur wurde mit demaH2AX-Immunfluoreszenz-Assay untersucht.

Ergebnis

1. Mit dem clonogenic survival assayurde bestatigt, dass die Uberlebensrate der
defizienten Zellen (V3 und irs1SF) erheblich untar des Wildtyp (AA8) liegt
(Abb. 58).

2. Mit dem automatisierten FADU-Assay wurden PO-Wexe 47,4% fur AA8-, 46,4%
fur V3- und 39,5% fur irs1SF-Zellen gemessen. DM&ete sind Uberraschend niedrig.
Das bedeutet, dass der ,natirliche DNA-ZustandselieZellen, verglichen mit den
humanen PBMC, einen deutlich héheren DNA-Strandielaufweist. Unter diesen
Umstanden kann der FADU-Assay die Schadigung vam“,2 Gy nicht mehr auflosen
(Abb. 59).

3. Mit dem y-H2AX-Immunfluoreszenz-Assay wurde gezeigt, dass delllinien mit
Defizienz im NHEJ nur etwa zwei Drittel der induzeeDSB innerhalb von 24 Stunden

reparieren. Bei der Zelllinie mit Defizienz in ddR wurde das maximale Signal von
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induzierten DSB erst nach 1 Stunde (statt 15 Mmudetektiert. Diese induzierte DSB
wurden zumindest innerhalb von 24 Stunden nichaniept (Abb. 60-63).

5.4.2 Clonogenic survival assay

Uberlebensrate von CHO-Zeller

nach Bestrahlung

1000 -
100

10 -

% Uberlebensrate

—0—AA8 —A—V3 —B—IRS

Dosis [Gy]

5.4.3 Automatisierter FADU-Assay

Abb. 59 DNA-Strangbriche in COH-
Zellen nach Bestrahlung.AA8 Wildtyp
Zellen (blaue Balken), V3- (rote Balken)
und irslSF-Zellen (grine Balken)
wurden mit 0,16 bis 2,3 Gy bestrahit.
Der Kontrollwert T wurde gleich 100%
gesetzt (absolute DNA-Menge). Der PO-
Wert (physiologische DNA-Strangbru-
che) nimmt um 50-60% bei allen
Zelltypen ab. Das Fluoreszenzsignal
bleibt nach der Bestrahlung auf dem
gleichen Niveau. Fehlerbalken entspre-
chen der Standardabweichung in Vier-
fachbestimmungen.

% Fluoreszenzsigne

100 -

80 4

60 -
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Abb. 58 Uberlebensrate von CHO-
Zellen nach Bestrahlung.AA8-Wildtyp
(blau), V3- (rot) und irs1SF-Zellen
(grin) wurden mit 0,15 bis 10 Gy be-
strahlt und plattiert. Nach 7 (AA8 und
V3) bzw. 10 Tagen (irs1SF) wurden die
Kolonien gezahlt. Fehlerbalken entspre-
chen der Standardabweichung von drei
unabhéngigen Experimenten.

DNA-Strangbriiche in CHO-Zellen

nach Bestrahlung

B AA8 O V3 Oirs1SF

0,16 0,47 1 17 2,3
Dosis [Gy]
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5.4.4 y-H2AX-Immunfluoreszenz-Assay

DAPI y-H2AX Uberlagerung

. . . -
o Bestrahlung

0 Minuten

. . . o
. . . h
. . . o
. . . o
. . . o

Abb. 60 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme deyH2AX-Signale in AA8-CHO-Zellen.

Die hochste Fluoreszenzintensitat wurde 15 Minutenh der Bestrahlung gemessen und
nimmt in den folgenden 24 Stunden wieder ab. Dikelé8iwurden mit dem 40x-Objektiv
DplanApo 40UV Olympus aufgenommen.

91



Ergebnisse

DAPI y-H2AX Uberlagerung
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| Bestrahlung
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Abb. 61 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme deyH2AX-Signale in V3-CHO-Zellen.

Die hochste Fluoreszenzintensitat wurde 15 Minutach der Bestrahlung gemessen, nach 1
bis 2 Stunden nimmt sie ab und nach 4-24 Stundedewizu. Die Bilder wurden mit dem 40x-
Objektiv DplanApo 40UV Olympus aufgenommen.
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DAPI

y-H2AX
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Bestrahlung
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Abb. 62 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme deryH2AX-Signale in irs1SF-CHO-
Zellen. Die hochste Fluoreszenzintensitat wurde 1 Sturadd der Bestrahlung gemessen und
nimmt in den darauf folgenden 24 Stunden leichtDia.Bilder wurden mit dem 40x-Objektiv
DplanApo 40UV Olympus aufgenommen.
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DNA-Doppestrangbriiche in CHO-Zellen

nach Bestrahlung Abb. 63 DNA-Doppelstrangbriiche in

250000- CHO-Zellen nach Bestrahlung. AA8
@AA8 OV3 OirslSF Wildtyp Zellen (blaue Balken), V3- (rote
200000 Balken) und irs1SF-Zellen (griine
Balken) wurden mit 2 Gy bestrahlt. Um
150000 T die Reparatur zuzulassen, wurden die

Zellen 1, 2, 4 and 24 Stunden bei 37°C
100000+—F

T [ T
inkubiert Die DSB-assoziierte Foci
il wurden mity-H2AX-immunfluoreszenz
500004 L
ﬁ ﬁ'l gemessen. Fehlerbalken entsprechen der
ol ‘ ‘ ‘ Standardabweichung bei Auswertung
2 4 24

0,4 1 von 2(-50 Zellkerner

Integriertes Fluoreszenzsignal

Zeit [Stunden]

Mit den clonogenic survival assayraten wie erwartet deutliche Unterschiede in der
Uberlebungsrate der drei Zellinien zutage. Mit dem2AX-Immunfluoreszenz-Assay zur
Detektion von DSB sind weitere Optimierungsarbeitdar Methode notwendig; alle
Experimenten ergeben zwar die gleiche Tendenz, aberden bisherigen Daten ist eine
Quantifizierung der DSB-Reparatur nicht maoglich. sDgtandard-Protokoll* des FADU-
Assays ist aufgrund der starken alkalischen Entwigdder DNA auch ohne exogene Schaden

fur diese spezielle CHO-Zelllinie nicht geeignet.
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Kapitel 5

Der automatisierte FADU-Assay im Vergleich
mit dem Comet-Assay
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5.5 Quantifizierung von DNA-Strangbriichen mit demautomatisierten FADU-

Assay und dem Comet-Assay

Der Mikrogelelektrophorese-Assay (Comet-Assay) glk etablierte Standard-Methode zur
Messung von DNA-Strangbrichen und DNA-Reparaturdissem Kapitel wird der Comet-
Assay mit der neuen automatisierten FADU-Methodeyhahen. Es sei darauf hingewiesen,
dass es um den Vergleich beider Methoden geht il mm eine biologische Fragestellung.
Es wurde daher ein in der Literatur beschriebeBésndard-Experiment ausgewéhlt, dessen
hier relevante Ergebnisse durch eigene Experimeritedrei unterschiedlichen Etoposid-
Konzentrationen und vier Bestrahlungsdosen anndheeatatigt werden konnten (Olie¢ al,

2006 und www.trevigen.com/pdfs).

Experimente

Jurkat-Zellen wurden 1 Stunde mit Etoposid inkubisew. mit Rontgenstrahlen bestrahlt. Die
induzierten DNA-Strangbriiche wurden mit dem Comss$ay sowie mit dem automatisierten
FADU-Assay gemessen. Die Bestrahlungsdosen undetbiposid-Konzentrationen sind in

folgender Tabelle fir beide Methoden zusammengefass

Alkalischer Neutraler Automatisierter Automatisierter
Comet-Assay Comet-Assay FADU-Assay FADU-Assay
Bestrahlung [Gy] Etoposid [uM] Bestrahlung [Gy Etemb[puM]
0 0
0 0
0,5 0,43
1 1
1 11
5 5
15 1,59
15 15
2,5 2,17

Fir den Comet-Assay wurden Jurkat-Zellen bestrahtt mit der alkalischen Version (zu

Detektion von SSB) des Comet-Assays gemessen. DiA-8trangbriche nach Etoposid
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wurden mit der neutralen Version (zu Detektion @BB) des Comet-Assays gemessen. Die

DNA-Strangbriche wurden alail momentusgedrickt.

_ Schweiflange x DNA-Gehalt des Schweifes
tail moment =

100

Ergebnisse
Die Abbildungen 64 und 65 zeigen Originaldaten diechgefiihrten Comet-Assays sowie die

Quantifizierung der Ergebnisse. In Abbildung 66 est Vergleich der Ergebnisse aus den
Comet-Assays mit dem FADU dargstellt.
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Tail moment

DNA-Strangbriiche in Jurkat-Zellen

nach Bestrahlung

R? = 0,9022

05

1
Dosis [Gy]

15

Abb. 64 DNA-Strangbriiche in Ab-
hangigkeit von der Bestrahlungsdosis
beim Comet-Assay Jurkat-Zellen wur-
den mit verschiedenen Dosen zwischen
0,5 und 2 Gy bestrahlt. Mit zunehmender
Dosis nimmt dastail momentzu. A)
DNA-Fluoreszenzbilder von Zellkernen,
B) graphische Darstellung nach Aus-
wertung von 40 Zellkernen pro
Kontrolle, bzw. pro Bestrahlungsdosis.
Die Fehlerbalken entsprechen der Stan-
dardabweichung bei Auswertung von 40
Zellkernen. -Test p<0,0:
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Abb. 65 DNA-Strangbriiche in Ab-
DNA-Strangerghe in.Jurkat-ZgIIen nach 222332(:# vobneirgler Efr‘?]%?—lisksoe?y
o Inkubation mit Etoposid Jurkat-Zellen wurden mit Konzentrati-
onen zwischen 1 und 15 uM Etoposid
8 R? = 0,0714 wahrend 1 Stunde inkubiert. Mit zu-
nehmender Konzentration nimmt das
Tail moment zu.A) DNA-Fluores-
zenzbilder von den ZellkernenB)
graphische Darstellung nach Auswer-
tung von 40 Zellkernen pro Kontrolle,
bzw. pro Konzentration. Die Fehler-
balken entsprechen der Standard-
abweichung der Standardabweichung
bei Auswertung von 40 Zellkernen. t-
Test P<0.001 ab 5 ul

Tail moment

0 2 4 6 8 10 12 14 16

Etoposid [uM]

Um die Ergebnisse der beiden Methoden vergleichekénnen und in einer Ubersichtlichen
Abbildung zusammenzufassen, wurden die Tail MonWgatte in Prozent-Werte transferiert:
ein tail momentvon 10 wurde als 100% definiert.
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A B
DNA-Strangbriiche in Jurkat-Zellen DNA-Strangbriiche in Jurkat-Zellen
nach Bestrahlung nach Inkubation mit Etoposid
100 100
0 Comet-Assay O FADU-Assay o Comet-Assay 0O FADU-Assay

80 50 |
60 - 60 4
40 | 40
et i
1H= 1O 0 | |

0 1 5

0 0,5 1 15 2
Dosis [Gy] Etoposid [uM]

o

(=3

% tail moment
% DNA-Entwindung

% tail moment
% DNA-Entwindung

15

Abb. 66 Gegenuberstellung von Comet- und FADU-Assaylurkat-Zellen wurden bestrahlt (A)
oder 1 Stunde mit Etoposid inkubiert (B). Fur diea@iifizierung der DNA-Strangbriiche wurden der
Comet-Assay (blaue Balken) und, als separates Empet, der FADU-Assay durchgefuhrt (gelbe
Balken). Mit dem Comet-Assay wurde eine Zunahme t@désmomentmit steigenden Dosen
(Bestrahlung) bzw. Konzentrationen (Etoposid) gemmss Fehlerbalken entsprechen der
Standardabweichung bei Auswertung von 40 Zellkeriaim Vergleich wurde mit den FADU-
Assay die Zunahme der Entwindung gemessen. Felderbantsprechen der Standardabweichung in
Dreifachbestimmung.

Aus der Abb. 66 ist ersichtlich, dass die mit deADE-Assay gemessene Fluoreszenzsignale
mit aufsteigender DNA-Schadigung sich, wie erwaititidenziell imtail momentdes Comet-
Assay widerspiegeln. Allerdings sind die folgendesehr deutlichen Unterschiede zu

vermerken:

1. Die mit dem FADU-Assay gemessenen Standardabwegghutiegen zwischen 1,2
und 2,6%, wahrend die vom Comet-Assay zwischen 6g626,6% liegen.

2. Die Detektionsschwelle ist sowohl bei Rontgenbédtray als auch bei
Etoposidbehandlung im FADU-Assay niedriger.

3. Der Zeitbedarf fur die beiden Assays unterschesitdt drastisch: Der FADU-Assay
bendétigt 2,5 Stunden, der Comet-Assay tber 10 $tund
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6. Diskussion

6.1 Weiterentwicklung des automatisierten Fluorimetric analysis of DNA

unwinding (FADU)-Assays

6.1.1 Verbesserung der Empfindlichkeit

Verlassliche und anwenderfreundliche Methoden awar@fizierung von DNA-Strangbrichen
und DNA-Reparatur werden seit vielen Jahren gesudiet heute bekannten Methoden sind
allerdings immer noch aufwendig, wenig robust uedet. Die Idee, eine automatisierte
Methode zur Erfassung von DNA-Strangbrichen und ER&paratur zu entwickeln, die
einfach, kostenginstig und zuverlassig ist, mit eldasst werden kdnnen, wurde bereits in
friheren Arbeiten vorgestellt (Pfeiffer, 2001 una@fdno-Villanueva, Diplomarbeit 2004). Das
Original-Protokoll der FADU-Methode (Birnboinet al, 1981) wurde dabei wesentlich
modifiziert und automatisiert, und es gelang, DNt#aBgbriche mit hoher Reproduzierbarkeit
Zu messen.

Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit war die ¥tentwicklung der Methode, um eine
hohere Empfindlichkeit zu erreichen und die Reparder DNA in sehr kurzen Zeitabstanden
zu erfassen. In Kapitel 1 werden die wesentlich@tim@lerungsarbeiten gezeigt, und es wird
anhand von reprasentativen Beispielen dargestielfs die von einer Strahlendosis von nur
0,14 Gy induzierten DNA-Strangbriiche mit hoher Ztassigkeit und statistischer Signifikanz
detektiert werden kénnen (Abb. 19). Eine Bestradplumt 3 Gy induziert in einer diploiden
Zelle etwa 1000 Einzelstrangbriche (SSB) und etvd6ppelstrangbriche (DSB) (Mitzel-
Landbek und Hagen, 1976). Das heil3t, die hier wsdr¢e Methode kann etwa 47 SSB und
etwa 3 DSB mit statistischer Signifikanz detektrere

6.1.2 Entwicklung von neuen Modulen

Es wurde ein Temperiermodul fur drei 96-Well-Plattentwickelt, wodurch wurde die
Kapazitat der Messung um das Dreifache erhéht wAddd. 14). Die Nutzung als ,high
throughput“-Methode ist damit durchaus denkbargha@ier von verschiedenen Faktoren ab,
z.B. davon, welche Hardware zu Verfigung steht.g@éber dem hier eingesetzten TECAN-
Roboter mit acht Pipettenspitzen wirde ein 96-8piHRoboter zwar den Durchsatz wieter
erhohen; allerdings wirde das auch gesteigertepréiose an die Personalkapazitat fur der
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Probenvorbereitung bedingen. Deshalb wurden Sieatdigperlegt, die die Durchfihrung des
Experiments einfacher und gleichzeitig die Messprigiser machen. Genau dies ist mit der
Entwicklung einer speziellen Eisbox fur EppendoeaRtionsgefal3e gelungen (Abb. 13). Sie
ist an verschiedenen Stellen im Protokoll einzwsetand dient als Verbindung zwischen
kritischen Schritten, so dass diverse zeitraubemdk sensitivitditsmindernde Transport- bzw.
Pipettierschritte entfallen. Sie ermdglicht die dwiatisierung weiterer Schritte und kann auch
fur die Bestrahlung der Zellen genutzt werden;Rasimetersensor kann millimetergenau auf
gleicher Hohe wie die zu bestrahlenden Zellen mosdrt werden. Damit wurde die Methode

vereinfacht.

6.1.3 Bedeutung von PO-Werten

Eine humane diploide Zelle hat 46 Chromosomen edég Interphase-Chromosom hat zwei
Telomere, die als ,offene* DNA-Stellen und damis @ngriffspunkte fur die Entwindung
gelten; das heif3t, die genomische DNA wird mit B&DU-Methode an mindestens 92 Stellen
entwunden. Diese Anzahl an ,Telomer-DNA-Brichen“nifeastiert sich im Falle von PBMC
in einer basalen Entwindung von ca. 10% (Abb. 8@1), der PO-Wert liegt bei etwa 90% des
T-Werts. In replizierenden Zellen wie Jurkat-Zelish der PO-Wert niedriger, was man sich
dadurch erklaren konnte, dass auch Replikationsgabls ,offene” Stellen in der DNA
weitere Startpunkte fur die alkalische Entwinduimglsin humanen PBMC, die 20 Stunden in
RPMI-Medium + 10% FCS inkubiert worden waren, wuetenfalls ein niedrigerer PO-Wert
gemessen, obwohl diese Zellen durch diese Mal3nahen€&y-Phase des Zellzyklus nicht
verlassen haben. Dies lasst Spekulation zu, ob €Xellen zu verstarkter Transkription
stimuliert und auch diese Transkriptionsstellen atffene” DNA-Stellen ein neuer
Angriffpunkt fir die Entwindung sein konnten. Eimeeitere mdgliche Erklarung fur eine
Abnahme der PO-Wert kdnnte die durch den Ablauf Bgperiments induzierten DNA-
Strangbriiche sein, z.B. durch das Trypsinieren \agharenten Zellen. In diesem
Zusammenhang wurde hier gemessen, dass das Abschaire Zellen mehr DNA-
Strangbriche (um 12% hoheres Fluoreszenzsignalizied als Trypsin und somit Trypsin
eine schonendere Methode ist, um die Zellen vomeBader Kulturflasche abzulsen. Die
Maglichkeit, ,unerwiinschte* DNA-Strangbriiche im 8 zu detektieren, ist mit Sicherheit
von grof3em Vorteil.

In diesem Kapitel wurde auch gezeigt, dass es cloglh, eine ,Klassifizierung” der Zelltypen

gemal ihres ,physiologischen DNA-Status* zu maciih dieser neuen Version des FADU-
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Assays wurden in humanen PBMC, Hela-, Jurkat-, bmwHamster-Zellen und Vogel-
Erythrozyten die physiologischen DNA-Strangbricheand der PO-Werte gemessen und
untereinander verglichen (Abb. 21). Die Unterschiadvischen den Zelltypen ist nicht nur
eine sehr wichtige Information wenn es darum géterebestimmten Zelltyp fir die DNA-
Forschung auszuwahlen, sondern kann auch bei bettmbiologischen Vorgangen (z.B.
Karzinogenese) interessante biologischer Informatioliefern. So ist bereits seit langerem
bekannt, da’ sich maligne Tumorzellen durch eihélde spontane genomische Instabilitat
auszeichnen und dass letztere geradezu eine tdeibnaft der Krebsentstehung und —
entwicklung darstellt. Die bei der hier untersucht&uswahl von transformierten Zellen
Uberraschenderweise aufgefundenen und teilweiskest@bsenkungen der PO-Werte weisen
daraufhin, dass solche Zellen mdglicherweise einktive, endogene Quelle fir DNA-
Strangbriiche besitzen, was letztlich die genetidols&abilitat antreibt. Eine tiefergehende
Untersuchung dieser Zusammenhange ware sicherrisivest.

6.1.4 Optimierung neuer Protokolle

Man kann die Entwindung der DNA durch Anderungerr déessbedingungen (pH,
Temperatur, Entwindungszeit, Alkalikonzentration) eemflussen. Das chemische
Gleichgewicht zwischen Entwindung und Neutralisat{Stopp der Entwindung) ist sehr labil,
das heif3t, eine kleine Anderung im Protokoll kamoRRg Konsequenzen haben und dies
erschwert die rasche Modifikation des Assays figzggle Zwecke. Um DNA-Strangbriche in
humanen PBMC und humanen Zelllinien mit hoher Engithkeit detektieren zu kdnnen,
wurde das Protokoll mit starken alkalischen Bedimggn optimiert. Mitochondrien- und
Plasmid-DNA wurden aber unter diesen Bedingungefgrand ihrer Grol3e (14 kb), komplett
entwunden. Auch andere Zellen wie Vogel-Erythromydeler CHO-Zellen, die von Natur aus
eine hohe Anzahl an DNA-Strangbriichen aufweisessela sich unter diesen starken
alkalischen Bedingungen nur schwer untersuchenstEaber gelungen, das labile chemische
Gleichgewicht so zu modifizieren, dass es jetzt Imbgist, 8-Oxo-Guanin-Schaden in
Plasmid-DNA indirekt durch das Enzym Formamidopydim-Glykosylase (Fpg) zu
detektieren (Abb. 23). AuBerdem wurden erfolgreBe®xo-Guanin-Schaden an muriner mt-
DNA gemessen, und es konnte gezeigt werden, dase 8Mause mehr 8-Oxo-Guanin-Stellen

in ihren Herz-Mitochondrien haben als jingere M&ugsh. 24).
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6.2 Validierung des neuen automatisierten FADU-Asys zur Detektion von DNA-

Strangbrichen und ihrer Reparatur in verschiedenenZellsystemen

6.2.1 Messung von DNA-Strangbriichen

,DO0sis sola facit venenum® (Paracelsus, *1493; 11)54uf Deutsch: ,Allein die Dosis macht
das Gift“. Die Wirkung hoher Mengen lassen sichsteis gut messen und untersuchen, aber
der toxische Effekt kleinerer Mengen bleibt uns o#rborgen. Dieser Bereich des
Nichtwissens ist zumeist durch eine Mangel an gestén Methoden begriindet, welche dieses
kleine Wirkungsfenster erfassen kdbnnen; deshalesistichtig, neue, sensitivere Methoden zu
entwickeln, mit denen auch kleine Primareffektee diber oft gravierende Folgen haben
kénnen (z.B. Karzinogenese), studiert werden kénhender hier etablierten Methode ist es
gelungen, die genotoxische Wirkung sehr geringeseddoekannter Substanzen in einer sehr
kurzen Inkubationszeit (5 Minuten) zu untersuchies.wurden Substanzen ausgewahlt, von
denen man weil3, dass sie DNA-Strangbriiche induziev@mlich Camptothecin, Etoposid,
LPS, SIN-1 und DMSO. Uber deren Wirkungsweise iisiges bekannt (siehe Abschnitt 3.2),
aber mit der neuen FADU-Methode konnten wichtiggenmnformationen gewonnen werden,
z.B., wie schnell eine Substanz DNA-Strangbruchsuzrert und wie schnell diese wieder
repariert werden. Die Ergebnisse variieren von tyellzu Zelltyp, aber innerhalb eines
Zellsystems sind die Daten hoch reproduzierbar. Rikalische Entwindung von
doppelstrangiger DNA ist der zentrale Mechanismes d&FADU-Assays. Aufgrund der
gewaltigen Verstarkung ist es moglich, wenige DN#aB8gbriche zu detektieren. Unter den
gewahlten Entwindungsbedingungen werden schatzugige@,5x10bp rechts und links von
jedem DNA-Strangbruch entwunden. So werden ,mikopséche” Schaden sichtbar gemacht.
Diese Entwindungsstrecke kann wie folgt abgeschétzetien:

Man nehme an, man habe eine Zelle ohne chromosoteem Strangbriiche (eine
ungeschadigte, nicht-replizierende, nicht-transkrémde Zelle). In dieser bilden nur die
Chromosomenenden (Telomere) den Ausgangspunkt i@iraltalische DNA-Entwindung.
Diese Annahme trifft am ehesten auf Zelltypen zei, denen sich der gemessene PO-Wert
mdoglichst wenig vom T-Wert unterscheidet. Dies veuridh der vorliegenden Arbeit bei
humanen PBMC gezeigt, bei denen der PO-Wert caxh0%ter dem T-Wert liegt. In einer
einfachen Abschétzung entsprechen 10%-Fluoreszgraabnahme 10% Entwindung des

3,2x10bp-groBen Genoms, bestehend aus 46 Chromosomeas Jgstomosom hat 2
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Telomere und jedes Telomer ist ein Startpunkt féradkalische Entwindung. Die ,einseitige

Entwindungsstrecke” ergibt sich zu:

102
Einseitige Entwindungsstrecke = 01x 3,2-10°bp =3,5+108 bp

2Xx46

Um in diesem idealen Modell die minimale Anzahliaduzierten DNA-Strangbrichen, die

notwendig sind, um die restliche doppelstrangigeADMdlistandig zu entwinden, ergibt sich:

. 9
Maximale DNA-Strangbriiche = 09x 32-10°bp  _ 44

2x3,5+108 bp

Bei dieser Betrachtung wurde angenommen, dass Ni&-8trangbriche mit einem idealen
Abstand von 2x 3,5xfp voneinander entfernt sind. In Wirklichkeit sirie DNA-
Strangbriiche nicht gleich verteilt und das fiihrt @ner gegenseitigen Uberlappung der
Entwindungsstrecken. Uberlappung bedeutet eine t-idare Beziehung zw. DNA-
Strangbriichen und der Abnahme des Fluoreszenzsigmzie Uberlappung ist desto
wahrscheinlicher je héher die Zahl der DNA-Strarighe ist. Experimentell wurde bis zu
einer Dosis von 2,5 Gy eine ndherungsweise linBamehung gemessen.

Man konnte sich auch fragen, wie viele DNA-Strarnighe unterschiedlicher Art genotoxische
Expositionen verursachen. Nach der Abschatzung ,odéd DNA-Strangbriiche wirden
idealerweise eine 100% DNA-Entwindung bedueten.t Miife einer Eichgerade wurde
festgestellt, dass 1Gy etwa 27% DNA-Entwindung mmtht (Abb. 67). Dann entspricht 27%
DNA-Entwindung etwa 111 DNA-Strangbriche.

DNA-Strangbriiche in humanen PBMC
nach Bestrahlung

=
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S

Abb. 67 DNA-Entwindung in
Abhéngigkeit von der Bestrah-
lungsdosis. Humane PBMC
wurden auf Eis bestrahlt und mit
dem FADU-Assay gemessen. Die
DNA-Entwindung nimmt mit der
Zunahme der Bestrahlungsdosis

L2 zu. Fehlerbalken entsprechen der
!fi/l/ Standardabweichung in Vierfach-
bestimmuna
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Unter der Voraussetzung, dass das Fluoreszenzsigdatiie Anzahl der DNA-Strangbrtiche
in einer linearen Beziehung zueinander steherigsedBedingung im Bereich von 0 bis 2,2 Gy

erfullt. Damit ergibt sich die folgende Tabelle:

Art der ) ] N ) gemessene abgeschéatzte DNA-
- Zelltyp || Dosis/Konzentration Expositionszeit
Exposition Fluoreszenzabnahme Strangbriche
| CPT ‘ PBMC‘ 500 nM ‘ 5 Minuten ‘ 35% ‘ 144
Etoposid Jurkat 10 uM 10 Minuten 40% 164
| SIN-1 ‘ Jurkat‘ 1mMm ‘ 30 Minuten ‘ 20% ‘ 82
LPS PBMC 0,1 ng/ml 15 Minuten 40% 164
| DMSO ‘ Jurkat‘ 15% ‘ 30 Minuten ‘ 35% ‘ 144

Tab. 6 Abschatzung der Anzahl der induzierten DNA-8angbriche. Nach Bestrahlung oder Inkubation der
Zellen mit verschiedenen genotoxischen Substanzedemumit Hilfe der Entwindung die DNA-Strangbriiche
jeweils abgeschatzt.

6.2.2 Messung von DNA-Reparatur

Mit zahlreichen Experimenten wurde gezeigt, dagsrdiue automatisierte FADU-Methode
DNA-Reparatur in Intervallen von nur 5 Minuten iergchiedenen Zellsystemen detektieren
kann. Es wurde auch eine ,DNA-Reparatur-Kinetikfgmnommen nach Induktion der DNA-
Strangbriiche mit verschiedenen Substanzen. Dascligre eines Fluoreszenzsignals von
100% bedeutet dabei, dass alle induzierten DNAR§bHIche repariert worden sind. Eine
Uber den PO-Wert (physiologische DNA-StrangbricliefausschielRende“ DNA-Reparatur
ist durchaus moglich und wurde in sehr wenigen erdlgemessen (Abb. 49). Diese
.=abermaflige* DNA-Reparatur wurde immer in Verbindumit niedrigeren PO-Werten
beobachtet. In diesen einzelnen Fallen konnte es1deegen, dass wahrend des Experimentes
~unerwunschte* DNA-Strangbrtiche vor der induziershadigung entstanden sind und diese
auch ,mitrepariert” wurden.

Es wurde auch ein positiver Effekt von FCS auf Reparatur beobachtet. Hieraus stellt sich
die Frage, ob man die DNA-Reparatur generell in iM@dmit oder ohne FCS untersuchen
soll. Im Fall von Zelllinien, die ohnehin in Mediumit FCS kultiviert werden, wirde dies
keine Zugabe von ,fremden“ Substanzen bedeuten, mas aber im Fall von frisch
gewonnenen humanen PBMC mit Sicherheit nicht skgen. Eine wertvolle Information fir

die genetische Toxikologie ist, zu welchem Zeitgudie Schéadigung von der Reparatur
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»=aberholt* wird. Jurkat-Zellen wurden fir 5 Minutenit 100 nM CPT inkubiert, 20 Minuten
danach war etwa die Halfte der induzierten DNA4Sgtatiche repariert. Wenn man aber
Jurkat-Zellen mit der gleichen Dosis (100 nM) filr in inkubiert, wurde eine niedrigere
Anzahl an DNA-Strangbriichen gemessen, und zwarugemadas Fluoreszenzsignal, welches
einer DNA-Reparatur von 20 Minuten entspricht. Hwurde der Begriff ,versteckte
Reparatur® eingefihrt, da es sich um eine DNA-Raoar handelt, die durch die lange
Inkubationszeit fir den Experimentator ,verstediibt (Abb. 45).

Da es in diesem Kapitel nicht darum ging, DNA-Repar-Mechanismen zu untersuchen,
wurde die Zunahme des Fluoreszenzsignals, um diyebBisse deutlicher und einheitlich
darzustellen, als DNA-Reparatur interpretiert. He@rmuss aber erwahnt werden, dass eine
solche Interpretation die Kenntnis der Art der Slipdng voraussetzt. Es ist bekannt, dass
Etoposid nach 40 Minuten vom DNA-Topoisomerase-ditplex dissoziiert (Erringtost al,
2004), in diesem Fall ist nicht auszuschlieR3ens diss Zunahme des Fluoreszenzsignals durch
die reversible Wirkung der Inhibition der Topoisamaee || zustande kommt. Anderseits wurde
auch gezeigt, dass der NHEJ-Reparaturweg eine igéchRolle bei der Reparatur der
Etoposid-induzierten DSB spielt (Malit al, 2006), so dass die Fluoreszenzsignal-Zunahme
auch die Reparatur von DSB bedeuten kann. Fir em#eutige Interpretation sind weitere
Experimente erforderlich, z.B. mit Hilfe von DNA-Raratur-Inhibitoren. Im Fall des PARP-1-
Inhibitors 3-AB wurde gezeigt, dass nach RoOntgembbking der Zellen das
Fluoreszenzsignal in Anwesenheit des Inhibitorsdém ersten 30 Minuten um etwa 25%
weniger zunimmt. Daraus l&sst sich schliel3en, deeses um 25% erhohte Fluoreszenzsignal
in den Zellen ohne 3-AB DNA-Reparatur bedeuten (Abh).

6.3 Anwendung der neuen FADU-Methode zur Untersuaing der Rolle von Zink
in der DNA-Reparatur in Abhangigkeit des Alters

Die Rolle von Zink in biologischen Systemen stellt breit gefachertes Forschungsgebiet dar
und ist von grol3er Relevanz fur die Toxikologiee dtrnahrungsforschung und fur die
klinische Medizin. Ein direkter Einfluss von Zinkufaeine DNA-Reparatur ist (meines
Wissens) nicht bekannt. Mit der hier entwickeltekDtJ-Methode wurde in dieser Arbeit der
Einfluss von Zink auf die DNA-Reparatim vitro bearbeitet und eine Abhangigkeit der DNA-
Reparatur in Jurkat-Zellen vom Zinkstatus ermittatb. 50).

107



Diskussion

Angewandt an PBMC gesunder Spender konnte die ekaité Methode eine starke
Variabilitat in der DNA-Reparatur der einzelnen 8ger aufzeigen (Abb. 68).

DNA-Reparatur in humanen PBMC
nach 3,8 Gy

Abb. 68 DNA-Reparatur in humanen
PBMC nach Bestrahlung. PBMC von 2
Spendern wurden gereinigt und in Med
ohne FCS wieder aufgenommen
bestrahlt. Die DNAReparatur wurde na
10, 20, 30 und 4Minuten gemessen. Je
Farbe reprasentiert einen Spender.

% Reparatur

Zeit [Min]

So zeigt die Gruppe der jungen Raucher eine schev@cBNA-Reparatur als gleichaltrige
Nichtraucher (Abb. 69). Weiter konnte eine altblgingige DNA-Reparatur ermittelt werden.
Spender zwischen 31 und 62 Jahre besitzen eineisbleve Reparatur als Spendern zwischen
22 und 30 Jahre (Abb. 70) Geschlechtsspezifischéersthiede in der DNA-Reparatur

konnten hingegen nicht gemessen werden.

DNA-Strangbriiche in humanen PBMC
nach 3,8 Gy

100 Abb. 69 DNA-Reparatur in PBMC von
@ Nichtraucher - 0 Raucher Rauchern (gelbe Balken) und Nichtrau-
80 T chern (blaue Balken). PBMC von 1.
T Sperdern (7 Raucher und 7 Nichtrauct
wurden gereinigt und in Medium ot
40 T FCS aufggommen und bestrahlt. [
DNA-Reparatur wurde nach 10, 20,
20 LT und 40 Minuten gmessen. Fehlerbalk

n entsprechen der Standardaiehung vo

7 Spenderr

60

% DNA-Reparatur

10 20 30 40
Zeit [Min]
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DNA-Reparatur in humanen PBMC
nach 3,8 Gy

100

Abb. 70 DNA-Reparatur in PBMC
von jungen (blaue Balken) uni 80 |
alteren (rote Balken) Nichtraucher-
Spendern. PBMC von 4 Spenae zw 60 |

40 - [ [
20 T

mJung (24-31) @ Alt (49-62)

24 und 31 und 4 Spdern zw. 49 un
62 Jahre alt wurden gengjt und ir
Medium ohne FCS aufgenonen uni
bestrahlt. Die DNAReparatur wurc
nach 10, 20, 30 und 4@inuter
gemessen. Fehlerbalken entsprechel
Standardabweichung von 4 Spendern. 1 ) R 4

Zeit [Min]

% DNA-Reparatur

Die geringe Zahl an untersuchten Spendern schi@tddings die statistische Aussage ein.
Eine deutliche Tendenz zeichnet sich dennoch abA-BMparatur konnte demnach von
Faktoren wie Lebensstil oder Lebensalter abhangemeliert nun eine Verminderung der
.DNA-Reparatur-Kapazitat* im Alter mit einer verndarten Zink-Prasenz im Alter? Um diese
Frage zu beantworten missten Experimente gemadigenein denen DNA-Reparatur und
intrazellulare Zinkkonzentration parallel gemess@rden. Die entwickelte FADU-Methode
ermoglichte hier bereits praliminare Experimente Beparaturmessung in spendereigenem
Plasma unter physiologischen Bedingungen. Dieselixgnte gaben erste Hinweise auf eine
Stimulierung der DNA-Reparatur durch Zink in Spemdeit ,schwécherer DNA-Reparatur.
Entsprechend dem Jurkat-Modell hangt also moglebise die DNA-Reparatur in humanen
PBMC vom Zink-Status ab. Weiter kann hier die Almahder Reparatur-Kapazitat mit dem
Alter und Genuss von Zigaretten in Verbindung gebraverden. Fur die Durchfiihrung
ausreichend grofRer Probandenstudien stellt dienmiisierte FADU-Methode eine probate
Maoglichkeit dar.

6.4 Anwendung der neuen FADU-Methode zur spezifiser Charakterisierung

von DSB-Reparatur defiziente Zelllinien

Hier wurde der FADU-Assay fur die Charakterisierungn Zelllinien eingesetzt. Es galt
herauszufinden werden, ob Unterschiede in der Radgitivitait und DSB-Reparatur von
AA8- (Wildtyp), V3- (DNA-PK.sdefekt) und irs1SF-Zellen (XRCC3-defekt) bestehkgtit.
demclonogenic survival assayurde wie erwartet festgestellt, dass die V3- ustiSF-Zellen
eine niedrigere Uberlebensrate haben als der Wild®A8. Das bestitigt nochmals die
Notwendigkeit der Reparatur-Proteine DNA-RKnd XRCC3 fiir das Uberleben der Zelle
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nach Exposition gegen ionisierende Strahlen. Miin deH2AX-Immunfluoreszenz-Assay
wurde die Reparatur von DSB untersucht und es kogezeigt werden, dass die DSB in V3-
und irs1lSF-Zellen auch nach 24 Stunden persistiesgimrend sie in AA8-Wildtyp-Zellen
repariert werden. Die meisten Experimente zeigten gleiche Tendenz, aber eine echte
Quantifizierung der DSB, bzw. der DNA-Reparaturmst y-H2AX-Immunfluoreszenz-Assay
nicht gelungen. Davon abgesehen waren mehrere img@e wegen einer zu hohen Anzahl
an DNA-Strangbriichen in den Kontrollen nicht ausher. Der FADU-Assay wurde fir die
Detektion der DNA-Strangbriiche nach einer Bestraiplder Zellen von 2 Gy eingesetzt. Es
wurde allerdings ein sehr hoher Anteil an vor deestBahlung vorhandenen DNA-
Strangbriichen gemessen. Eine zusatzliche Schéadigaay 2 Gy konnte nicht detektiert
werden. Eine Mdglichkeit die Detektion von indutégr Strangbrichen zu erreichen, kann in
der Bestrahlung der Zellen mit einer hoheren Stradbsis bestehen. Sterben aber nach einer
Stahlendosis von 2 Gy 50% der V3- und irs1SF-Zelenist eine Erhdhung der Dosis fur die
Untersuchung der Reparatur nicht optimal geeighetdiesem Fall ist das hier etablierte
FADU-Protokoll fir die CHO-Zellen, die von Natur aeine sehr hohe Anzahl an DNA-
Strangbriiche haben (Abb. 21) nicht geeignet. Fésafi Fall missen andere Zelllinien als
Modell ausgewahlt werden. Alternativ konnte durchn eweniger hohes pH im
Entwindungspuffer die alkalische Entwindung verneridwerden, wodurch die etablierte

Methode aber an Empfindlichkeit verliert.

6.5 Vergleich: Automatisierte FADU-Assay - Mikrogéelektrophorese-Assay
(Comet-Assay)

Der Comet-Assay stellt in der Literatur die wohlkaenteste Technik zur Ermittlung von
DNA-Schadigung und DNA-Reparatur dar. Die Worteopet-Assay” in PubMed ergeben zu
momentan 3465 Papers und 103 Reviews, ,FADU-Asdagpgegen nur 12 Papers. Ein
kritischer Punkt in dem FADU-Assay ist die Zugales d&Entwindungspuffers; dieser muss auf
gleicher Temperatur, aber vor allem und sehr wgghtimit der gleichen Geschwindigkeit und
sehr langsam(!) aus gleicher Hohe auf die Zellsusipa pipettiert werden. Desweiteren muss
die Prozedur im Dunkeln stattfinden und mdglicinséilen Proben gleichzeitig vorgenommen
werden. Dies ist vermutlich der Hauptgrund, waruen mhanuell durchgefihrte FADU-Assay
sich nicht durchgesetzt hat. Um dieses Problemmgehen, wurde die Methode in friiheren
Arbeiten in ihren wesentlichen Schritten automatisiln der vorliegenden Arbeit wurde das

fur Jurkat-Zellen und humanen PBMC optimierte Pkotbmit dem Comet-Assay verglichen.
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Die experimentellen Ergebnisse sind annahernd eetddar (Abb. 66) Die Starke des FADU-
Assays liegt nicht etwa in einer massiv hoheren fifrdfichkeit gegeniiber dem Comet-Assay,
sondern im vereinfachten Protokoll. Dieses enthéhiger kritische Schritte und ist somit
einfacher zu erlernen und durchzufihren. Abgesetzaon ist der FADU-Assay in 1/4 der
Zeit des Comet-Assays durchzufiihren (Tab. 7).

Vergleich des Zeitaufwandes beider Methoden

COMET-ASSAY FADU-ASSAY
Zeit [Min] Einzelschritte Zeit [Min]

Vorbereitung von Puffern: Alle - Vorbereitung von Puffer: Alle 5
vorhanden in Vorraten vorhanden in Vorraten
Vorbereitung Agarose: Verteilu
R R
Geraies Aufbatl det - Gerate: Einschalten des Roboter 2
Gelelektrophorese-Apparatur
stellen

Schéadigung Schadigung 30
Einbetten der Zellen im Agase al
Objektragern Zugabe von Suspensionspuffer 5

Agarose abkihlen lassen
Alkalischer Puffer “
Verteilung der Proben auf die 96-
70% Ethanol 5 .
Well-Platte, Lyse, Entwindung,
Objecktrager trocknen lassen “ Neutralization, SybrGreen
SybGreen-Anférbung
SybGreen trocknen lassen
Mikroskopaufnahme Fluorimeter 2

Tab. 7 Schrittweises Vorgehen und Zeitplan beiden Bthoden; dunkelgrau hinterlegt der alkalische
Comet-Assays und hellgrau der automatisierte FADU-Asay Fur die FADU-Methode werden etwa 9
Stunden weniger Zeit benotigt.

Automatisierte Schritte:

120

Gesamte Zeit 174
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Ein anderer wichtiger Vorteil dieses neuen FADU-#ss gegentber dem Comet-Assay ist,
dass vom Zeitpunkt der Lyse bis zur Messung desréfzenzsignals die Methode vdllig
automatisiert ist. Beim Comet-Assay hingegen siltel $chritte manuell durchzufihren, und
es ist deshalb mit einer htheren Fehlerquote Zinest

Ein weiterer Vorteil des hier etablierten FADU-Agsaist seine Anwendung in der
Untersuchung von Mitochondrien-DNA-Schaden und Méglichkeit in einem Plasmid-
Modell DNA-Strangbriiche zu detektieren. Diese Andwary kann der Comet-Assay nicht

leisten.

Zusammenfassend betrachtet ist es gelungen, mit Hem weiter modifizierten und
optimierten automatisierten FADU-Assay ein neuadig analytisches Werkzeug
bereitszustellen, welches in vielen Bereichen deylogisch-medizinischen Forschung
Anwendung finden kann. Fur die molekulare Grundigeschung zu DNA-Schadigung und —
Reparatur stellt dieser Assay einen wertvollen wraseitigen funktionellen Test dar. Im
Bereich der genetischen Toxikologie kann die Meéhaatinzipiell zum Screening von
potentiell gentoxischen Substanzen (Umweltchenekali Arzeimittelforschung) und
potentiellen Gentoxizitats-praventiven Substanzen  Arzr{eimittelforschung,
Lebensmittelforschung) verwendet werden. Sie kamnefr zum Screening von Populationen
auf gentoxische Exposition bzw. auf DNA-Reparatpeatat verwendet werden. Letztere
Endpunkte konnten im Bereich Alternsforschung/Pnéivenedizin zukinftig eine grol3e
Bedeutung erlangen.
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8. Abkirzungen

3-AB 3-Aminobenzamid
AP-Lasion | Apurinisch/apyrimidinische-Lasion
AT Ataxia teleangiectasia
ATM Ataxia teleangiectasia mutated
ATP Adenosintriphosphat
BRCA Breast cancer
BER Basen-Excisionsreparatur
CPT Camptothecin
CS Cockayne Syndrom
DAPI 4’-6-diamidino-2-Phenylindole
dH.O destilliertes Wasser
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleinsaure
DSB Doppelstranbruch
EDTA Ethylendiamintetraacetat
EST Expressed Squence Tags
EtOH Ethanol
FA Fanconi-Anéamie
FADU Fluorimetric analyses of DNA unwinding
FCS Fotales Kalberserum
g Zentrifugalkraft
Gy Gray (Einheit fuir gamma-Bestrahlung)
HE Homologe Rekombination
kb kilo Basen
LPS Lipopolysaccharide
MMS Methylmethansulfonat
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MNNG N-Methyl-N"-Nitro-N-Nitroso-Guanidin
NaCl Natriumchlorid
NaOH Natriumhydroxid
NER Nucleotid-Excisionsreparatur
NHEJ Non-homologous end joining
PARP Poly(ADP-Ribose)-Polimerase
PBMC Periphere mononukleére Blutzellen
PBS Phsphate Buffered Saline
ROS Reactive oxygen Species
RT Raumtemperatur
SDS Natriumdodecylsulfat
SIN-1 Morpholinosydnonimine
SSB Einzelstrangbruch
TAE Tris-Acetat-EDTA-Puffer
TE Tris-EDTA-Puffer
TPEN N,N,N",N’-tetrakis-(2-pyridylmethyl)-Ethyleratnine
Topo Topoisomerase
TRIS Tris(Hydroxymethyl)aminomethan
TTD Trichothiodystropie
uv Ultraviolett
(V/v) Volumenverhétnis
XP Xeroderma pigmentosum
XXCC1 | x-ray cross-complementing group 1 protein
WS Werner-Syndrom
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9. Danksagung

Wie alle Kinder wurde auch ich gefragt: ,¢Qué oeseser de mayor?” (= was willst du
werden, wenn du grof3 bist?). Mir war es mit siebamon klar: ,Ich werde Forscher, und wenn
es nicht klappt, werde ich Boss!" Alles, was dierdehen sich nicht erklaren kdénnen, und
alles, was sie mit blof3en Augen nicht sehen kdnhanmich immer fasziniert. Ich wollte alle
diese Ratsel und viele mehr ,einfach* aufklarené Mittel, um Gberhaupt an diesen Ratseln
arbeiten zu kdénnen und somit meinen grof3en Traumezwirklichen, habe ich Professor
Alexander Burkle zu verdanken. Er hat an mich gdglamich in seiner Arbeitsgruppe
aufgenommen, mir das Forschen beigebracht und ltbe¢@ gegeben, eine Wissenschatftlerin
zu werden. AufRerdem hat er mich in den drei Jahreimer Promotion ausgezeichnet betreut
und fachlich sowie menschlich unterstitzt. Aus stiedin Herzen vielen, vielen Dank,
Alexander!

Meinen Frust und meine Freude habe ich mit ThifwBiger geteilt, ob er es wollte oder nicht
... Aus unseren Gesprachen entstanden viele Ideenmdine Doktorarbeit vorangebracht
haben. Thilo war stets bereit, Uberstunden fiir micH meinetwegen zu machen, und er hat
oft zu erfolgreichen Ergebnissen beigetragen. Abohvielen Dank!

Ein ,sprechendes PubMed" wurde schon erfundengés Bascha Beneke, und ich habe es oft
.pbenutzt’. Tja, es ist bequemer und schoner, Sagaohi@agen, als stundenlang vergeblich zu
versuchen, die Antworten aus dem Computer zu bele@mraber vor allem geht es auch
schneller! Ich danke Sascha fir seine fachlichetdtiitzung.

Mein Arger, meine schlechte Laune (die ich auch hate) und meine Missgeschicke (ich
glaube, es waren einige) haben vor allem zwei Mas@ufgefangen: Katharina Huttner und
Andrea Kunzmann. Die erste mit ihrem freundlicheantat und die zweite mit ihrer Geduld
und Flrsorge haben die ,Bombe" kurz vor der ,Exfao$ deaktiviert. Danke! Ich vergesse
die méannliche ,Besatzung“ der AG Biirkle nicht: ,Dieei PARP-Musketiere” Tobias Eltze,
Jorg Fahrer und Aswin Mangerich. Sie machten adenje Kongress ein Abenteuer, die
Gummibarchen mussten gerettet werden! ,Einer figr @ahd alle fur ... mich!®, oder wie war
es? Vielen Dank fir die gute Zeit! Fur die nettess@mmenarbeit méchte ich mich besonders
bei Prof. Volker Ulrich, Dr. Elisa Ferrando-May, .D&nne Peters, Dr. Corina Hermann, Dr.
Anna Gora, Daniela Hermann und Joachim Kienhofeberaauch bei anderen
Lehrstuhimitgliedern (Patricia Grote, Nathalie Weitlens Lutz, Muriel Malaisé und Momo

Arsic) bedanken. Und, sehr wichtig! ,Verwaltungskraund ,Paper-Bestellung” kénnen ganz
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schon nerven, aber ich hatte die Hilfe von Claudafmann, dem ,Speedy Gonzalez“ der
Blrokratie — andale, andale, arriba, arriba! Gsa€laudia!

Auch das Betreuen hat richtig Spald gemacht, dafiir Bankeschon an meine vier
Studentinnen Carmen Fehr, Maike Schmitz, Kathrind&le und Rebecca Steinhaus.
AulRerhalb des Lehrstuhls mdchte ich mich bei PHddfer und Prof. Hartung fir die
freundliche Erstellung des Zweitgutachtens meinektbrarbeit bedanken. Fiur einen sehr
schonen Forschungsaufenthalt im Krebsforschunggsinsbn Newcastle-upon-Tyne bedanke
ich mich ganz herzlich bei Professor Nicola Cucird ihrer Arbeitsgruppe. Die vier Monate
dort waren eine Bereicherung fir meine Doktorarbed fir mein Leben. Fir die finanzielle
Unterstitzung bedanke ich mich beim DAAD und demJWE

Eine sehr wichtige Person in der Endphase meinbeiA(fir mich auch die schwerste) war
Bastian Thaa. Er hat meine gesamte Doktorarbeierudie Lupe genommen und sehr
sorgféaltig nach jedem Fehler gesucht, seine prfese Hilfe hat mich sehr beruhigt. Ihm
ein dickes Dankeschon fur den gro3en Einsatz besmeKturlesen!

Ich danke auch dem guten Doktor Stocker, immer mgraif®ziigig und verstandnisvoll, und
meinen Zytologie-Kolleginnen, vor allen Caro Kohl&isela Schindele und Melanie Greis, fur
ein Lacheln, wenn es hiel3: ... ich kann diese Waaikcht arbeiten kommen ...“ — schon, dass
es sie gibt, und schoén, dass ich bei ihnen nochaskiopieren darf.

Die Unterstltzung von Freunden hatte ich auch, méchte ich mich besonders bei Sandra
Czogalla, Karin Heine, Steffi Schadler und Steffkra bedanken, was hatte ich ohne sie
gemacht? Meine gute Schulfreundin Ana Correa glauabter noch, dass ich den Nobelpreis
bekommen werde und will unbedingt einen Sitzplatzder ersten Reihe, wenn das nicht
Motivation ist!? ... Ich danke ihr von ganzem HerZ@éndie schénen Traume ...

Das Studium und die Promotion haben sehr wenigfédeineine Familie gelassen. Einmal im
Jahr nach Hause zu fliegen und nie langer als Wioehe war fur uns alle sehr wenig.
Darunter haben meine Eltern heimlich sehr gelitsr@r sie haben sich nie in den Vordergrund
gedrangt, im Gegenteil, ich und meine Promotionewawichtiger als ihre Bedurfnisse und
Winsche. Wahrend dieser Zeit haben meine beideweatérn nach meinen Eltern geschaut
und mir das Gefuihl gegeben, alles sei in Ordnwigdhnke meiner Familie fur alles!

. und auch wenn es sich merkwirdig anhort, bedartkenich bei unserem Roboter, dem

Herz meiner Promotion, fur einen fehlerfreien uadgenlosen dreijahrigen Einsatz!
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