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Zusammenfassung

DNA-Doppelstrangbriiche sind biologisch von grofier Bedeutung, da eine ineffiziente oder
ungenaue Reparatur zum Zelltod oder genomischer Instabilitdt filhren konnen, welche
dann wiederum die Krebsentstehung bedingen kann. Deswegen stehen der Zelle
verschiedene Mechanismen zur Verfiigung, um mit einer DNA-Schidigung umzugehen.
Einer davon ist die DNA-Reparatur. Fiir die Betrachtung der damit einhergehenden
Prozesse muss beachtet werden, dass die DNA nicht nackt im Zellkern vorliegt, sondern in
eine komplexe Chromatinstruktur eingebettet ist, mit welcher das gesamte Orchester der
DNA-Schadensantwort wechselwirkt. Ziel dieser Arbeit war es, ndhere Einblicke zu
erhalten, wie die Chromatinstruktur die DNA-Schadensantwort beeinflusst und welche
Auswirkungen im Umgekehrten eine DNA-Schidigung mit der anschlieBenden

Schadensantwort auf das Chromatin hat.

Fiir die Betrachtung der ersten Fragestellung musste zunidchst nachgewiesen werden, dass
die gewdhlte Methode zur kiinstlichen Beeinflussung der Chromatinstruktur fiir die
weiteren Analysen in der Immunfluoreszenz nach Ionenmikrobestrahlung geeignet ist. Ich
konnte zeigen, dass die Behandlung der Zellen mit hypertonem Medium zu den von uns
gewidhlten Bedingungen in den untersuchten Zelllinien zu keiner nennenswerten
Apoptoseinduktion fithrt. Die im Western-Blot sichtbare Phosphorylierung von H2AX
konnte in der Immunfluoreszenz nicht dargestellt werden. Nach Bestrahlung der Zellen
waren sie jedoch in der Lage, effektiv yH2AX-Foci entlang der Ionenspur auszubilden.
Analysen zum Focivolumen und der Focianzahl zeigten in HeLa- und U20S-Zellen eine
deutliche Zunahme des Volumens bei einer Behandlung mit 750 mOsm. In U20S-Zellen
konnte zudem noch eine signifikante Volumenabnahme der Foci unter hypotonen
Bedingungen beobachtet werden. Eine Veridnderung in der Focianzahl zeigte sich in einer
Zunahme bei 570 mOsm nach Normierung auf die Liange der Ionenspur nur in U20S-
Zellen. In der Gesamtheit der Ergebnisse konnte ich damit zeigen, dass die transiente

Methode der Hyper-, bzw. Hypokondensierung der Zellen durch die Inkubation in



Medium verschiedener Osmolarititen fiir HelLa-, U20S- und BJ-1-hTERT-Zellen ein
geeignetes Mittel ist, um die DNA-Schadensantwort in Abhidngigkeit der

Chromatinstruktur naher zu untersuchen.

Hierfiir habe ich die Akkumulierungsfihigkeit verschiedener DNA-Reparaturfaktoren
nach Jonenmikrobestrahlung innerhalb der artifiziell verdnderten Chromatinstruktur
betrachtet. Die untersuchten Proteine Britl, Mrell, Mdcl, pATM, 53BP1, BRCA1 und
Rad51 kolokalisieren unter isotonen Bedingungen mit dem Schadensmarker yH2AX. Bei
einer starken Hyperkondensierung durch 750 mOsm Medium kommt es trotz einer
effektiven Phosphorylierung von H2AX, welche darauf hindeutet, dass die
Schadensantwort nicht vollstindig inhibiert ist, zu keiner Akkumulierung der
untersuchten DNA-Reparaturfaktoren an den Schadensorten in allen drei gewihlten
Zellsystemen. Bei 570 mOsm konnten hingegen Unterschiede, sowohl im Verhalten der
einzelnen Faktoren, als auch zwischen den Zelllinien beobachtet werden. Am auffilligsten
zeigten sich hierbei die U20S-Zellen, fiir die ich bei dem frithen Reparaturfaktor Mdcl1 eine
vollstandige Kolokalisation mit yH2AX nachweisen konnte, wihrend alle anderen Proteine,
insbesondere die spiten DDR-Faktoren wie Rad51, 53BP1 und BRCA1, deutlich in ihrer
Akkumulierungsfihigkeit eingeschrankt sind. HeLa-Zellen reagieren deutlich weniger
sensibel auf die Hyperkondensierung mit 570 mOsm. Hier konnte ich nur leichte
Einschrankungen bei der Kolokalisation von Mrell und Rad51 mit yH2AX beobachten,
wihrend alle anderen Reparaturfaktoren effektiv an den Schiden akkumulieren. Ich
konnte anhand von Mdcl und 53BP1 zeigen, dass es hier in den unterschiedlichen
Zellsystemen eine individuelle kritische Osmolaritdt/Kondensierungsgrad des Chromatins
zu geben scheint, bei der die wuntersuchten DDR-Faktoren in ihrer
Akkumulierungsfihigkeit behindert oder vollstindig inhibiert sind. Im Gegensatz zur
Hyperkondensierung konnte ich bei einer kiinstlichen Chromatinauflockerung durch
Hypotonie keine Einschrinkungen in der Rekrutierung der DDR-Faktoren nach

Bestrahlung feststellen.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit der Frage inwiefern es durch eine DNA-

Schadensantwort nach ionisierender Strahlung zu einer Verinderung der
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Chromatinstruktur kommt. Hierfiir habe ich zunichst ein Screening fiir 17 verschiedene
posttranslationale Histonmodifikationen in einer Lymphoblastenzelllinie eines gesunden
Spenders durchgefiihrt. Es wurde hierbei sehr auf ein standardisiertes Protokoll fiir die
Western-Blot-Analyse geachtet, um auch geringe Veridnderungen nachweisen und
reproduzieren zu konnen. Neben der Zunahme des yH2AX-Levels, war es mir moglich, fiir
vier der untersuchten Histonmodifikationen eine Verdnderung nach Bestrahlung
nachzuweisen. H3K4me3, H3K56ac, H4K5ac und H4K16ac zeigten jeweils eine stabile
Abnahme.

Aufgrund der Screeningergebnisse und Daten aus der aktuellen Literatur habe ich im
Folgenden das Screening mit einem ausgewihlten Set an Histonmodifikationen auf acht
weitere Zelllinien unterschiedlicher Spender ausgedehnt. Ziel war hierbei, nicht nur zu
iberpriifen, ob die Verdnderungen auch in weiteren Zelllinien reproduzierbar sind,
sondern auch, ob eine Korrelation mit der Strahlensensitivitit der untersuchten Zellen
besteht. Im Zuge dieser Analysen konnte ich zeigen, dass aufler bei der global
detektierbaren Zunahme von yH2AX, die interindividuellen Unterschiede zwischen den
Zelllinien so grofs sind, dass keine einheitliche Verdnderung fiir alle Zelllinien
nachgewiesen werden konnte. Bis auf eine Abnahme von H4K16ac, welche nur in den
strahlensensitiven Zelllinien auftritt, konnte auch keine Korrelation mit der

Strahlensensitivitat beobachtet werden.



1 Einleitung

DNA-Doppelstrangbriiche (DSB) entstehen in der Zelle nicht nur durch ionisierende
Strahlung, sondern auch durch freie Radikale, bestimmte Chemikalien oder bei
biochemischen Prozessen in der Zelle, wie der Replikation und der DNA-Reparatur. DSB
sind biologisch von grofier Bedeutung, da sie die genomische Stabilitit der Zelle stark
gefihrden. Eine ineffiziente oder ungenaue Reparatur kann zum Zelltod oder zu
genomischer Instabilitit fiihren, die dann wiederum Krebs verursachen kann. Deswegen
kann die Zelle auf verschiedenen Wegen auf DSB reagieren, wie Zellzyklusarrest, DNA-
Reparatur und Apoptose. Dabei ist noch nicht vollstindig geklart, welche Umstidnde zu
welchem dieser Mechanismen fithren (Su, 2006). Hinzu kommt, dass die DNA und damit
auch der mogliche DSB in eine komplexe Chromatinstruktur eingebettet sind, mit der das
gesamte Orchester der DNA-Schadensantwort wechselwirkt. Auf die Fragen wie die
Chromatinstruktur die DNA-Schadensantwort beeinflusst und welche Auswirkungen im
Umgekehrten eine DNA-Schiddigung und anschliefSende Reparatur auf das Chromatin hat,

soll in der folgenden Arbeit eingegangen werden.

1.1 DNA-Schadensantwort und -reparatur

Die Reparatur der DSB erfolgt in den meisten Fillen tiber zwei Wege. Entweder werden sie
iiber die Nicht-homologe Endenverkniipfung (Non-homologous End-Joining, NHE]) oder

iiber die Homologe Rekombinationsreparatur (HR) repariert.

1.1.1 Nicht-homologe Endenverkniipfung

Bei der NHE] werden DNA-Enden ohne Nutzung von homologen Sequenzen verkniipft —
eine fehleranfillige Methode des Reparaturprozesses, da nur korrekt ligiert werden kann,
wenn es zu keinem Basenverlust gekommen ist. Dafiir kann die NHE] unabhédngig vom
Zellzyklus erfolgen und stellt im Gegensatz zur HR eine schnelle Reparaturmoéglichkeit dar.
In Sdugerzellen ist die NHE] der Hauptreparaturweg bei Schiden die durch ionisierende
Strahlung (Ionizing Radiation = IR) verursacht wurden (Weterings und Chen, 2008). Im

Falle eines DSB bindet hierfiir zunichst das Ku70/80-Heterodimer an die Enden des
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gebrochenen DNA-Molekiils. Es dient als Gertist fiir die Rekrutierung und Bindung
weiterer Proteine der NHE]J-Maschinerie, wie XRCC4, XLF, DNA Ligase IV und APLF. Die
Ligation der freien Enden findet bei der NHE] ohne Resektion statt, bei Bedarf stehen aber
verschiedene Enzyme, wie beispielsweise Artemis und ATM (Ataxia Teleangiectasia
Mutated), zur Verfiigung, die — je nach Art des Schadens — eine entsprechende
Endenprozessierung durchfiithren kénnen. Der DNA-Ku-XRCC4-Komplex dient bei allen
Schritten als Plattform fiir alle anderen an der NHE] beteiligten Proteine. Zusammen mit
XLF und DNA-PKcs iiberbriickt der Ku-XRCC4-Komplex den Schaden und hilt die DNA-
Enden zusammen, bis die endgiiltige Ligation durch die DNA-Ligase IV erfolgt (Davis und

Chen, 2013).

1.1.2 Homologe Rekombination

Die Homologe Rekombination ist ein biochemisch wesentlich komplexerer Mechanismus,
fiir den eine Sequenzhomologie von mehreren hundert Basenpaaren notwendig ist, die sich
in der Regel entweder auf dem Schwesterchromatid oder auf einem homologen
Chromosom findet. Die Homologe Rekombination mit dem Schwesterchromatid ist am
haufigsten. Da hier die Sequenz normalerweise identisch ist, ist eine fehlerfreie Reparatur
moglich. Allerdings stehen Schwesterchromatiden nur in bestimmten Phasen des
Zellzyklus zur Verfiigung, namlich nach der DNA-Replikation und vor der Mitose. Fiir die
HR werden die durch den DSB entstandenen DNA-Enden so prozessiert, dass
einzelstringige Uberhinge entstehen. Fiir den initialen Prozessierungsschritt bindet ein
Komplex aus CtIP/Mrel1-Rad50-NBS1 (MRN) an die DNA-Bruchstelle. Dies sorgt fiir die
Rekrutierung und Aktivierung der Kinase ATM, welche durch Monomerisierung und
Autophosphorylierung aktiviert wird und anschliefSend weitere Substrate phosphoryliert
(Bakkenist und Kastan, 2003). Eines der wichtigsten ist hierbei H2AX, eine Variante des
Histons H2A (Rogakou et al., 1998). An das phosphorylierte H2AX (yH2AX) kann Mdcl
(mediator of DNA damage checkpoint protein 1) binden (Stucki et al., 2005), welches durch
ATM phosphoryliert wird und dann wiederum weiteres MRN und ATM rekrutiert, was zu

einer positiven Feedback-Schleife der Signalamplifikation fithrt (Lou et al., 2006).
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Zeitgleich finden aktive Verdnderungen der DNA-Struktur statt, die die Bindung weiterer
Mediator- und Reparaturproteine ermdglichen. Wichtig sind hierbei ATP-abhingige
Chromatin-Remodelling-Komplexe wie SWI/SNF (Chai et al., 2005). Das in dieser Arbeit
untersuchte Britl wirkt hierbei als Regulator. Durch die erhchte Bindungsaffinitit von
Britl auf den SWI/SNF bei einer DNA-Schidigung kann der Komplex spezifisch zu den
Lasionen rekrutiert werden und dort zur Auflockerung der Chromatinstruktur beitragen
(Lin etal., 2010, Peng et al., 2009). Zudem wird die Ubiquitinligase RNF8 rekrutiert, welche
an MDCI bindet und das DNA-Schadenssignal durch Ubiquitinylierung von benachbarten
Histonen weiter verbreitet. Die Anwesenheit von RNF8 fiihrt dann zur Rekrutierung einer
weiteren Ubiqutinligase, RNF168. Das Umschalten von der auf die Phosphorylierung
gestiitzten DNA-Schadens-Signaltransduktion hin zu einer von Ubiquitinylierung
gepragten ist wichtig fiir den weiteren Verlauf der DNA-Reparatur, da die Ubiquitinketten
an den Histonen einerseits die Bindung des BRCA1-A (Breast Cancer 1-A) Komplexes
vermitteln, andererseits auch die Bindung von 53BP1 (p53 binding protein 1) ermdoglichen
(Mok und Henderson, 2012). Zum einen fithrt die Ubiquitinylierung zu einer
Konformationsianderung der Chromatinstruktur, wodurch das konstitutiv vorkommende
zweifach methylierte Lysin 20 des Histon 4 (H4K20me2) als 53BP1-Bindungsstelle
freigelegt wird, zum anderen ubiquitinyliert RNF168 das Histon 2A an Lysin 15
(H2AK15ub), welche als zweite Bindungsstelle fiir 53BP1 gilt und erst eine stabile
Akkumulation mdglich macht (Botuyan et al., 2006; Mattiroli et al., 2012; Fradet-Turcotte

et al., 2013).

Bei ausreichender Liange an einzelstringiger DNA (ssDNA) bindet das Replication protein
A (RPA) an die ssDNA-Uberhinge, um diese zu stabilisieren und die Bildung von
Sekundérstrukturen zu verhindern. RPA wird im Weiteren iiber einen BRCA2-abhéngigen
Mechanismus durch Rad51 ersetzt, welches essentiell fiir die Bildung der Holliday-Junction
und der Heteroduplexstruktur ist, also dem Eindringen der ssDNA in den komplementiren
DNA-Strang. Die eigentliche Reparatur erfolgt bei der HR dann dadurch, dass der

unbeschidigte Strang als Vorlage verwendet wird, um die durch den DNA-Schaden und
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darauf erfolgte Prozessierung verlorenen Basen zu ersetzen. Gefolgt wird dies durch einen

Ligationsschritt (Kakarougkas und Jeggo, 2014).

1.1.3 Wahl des Reparaturweges

NHE] scheint nach aktuellen Erkenntnissen in den meisten Zellzyklusphasen der
bevorzugte Reparaturweg zu sein. Es gibt allerdings zwei Faktoren, welche einen Wechsel
hin zur HR begiinstigen. Zum einen die Lage des Schadens in kondensierten
Chromatinbereichen, zum anderen die Komplexitit des Schadens (Shibata et al., 2011;
Kakarougkas et al., 2013). Auch wenn die genauen molekularen Mechanismen zur Wahl
des Reparaturweges noch nicht bekannt sind, scheint die Konkurrenz zwischen der DNA-
Enden-Resektion und der DNA-Enden-Protektion die Wahl zu bestimmen (Symington und
Gautier, 2011). Zwei Schliisselkomponenten sind hierbei die schon lange bekannten DNA-
Reparaturproteine 53BP1 und BRCA1, wobei 53BP1 die NHE] und BRCA1 mit seiner
Funktion bei der Enden-Resektion die HR fordert (Escribano-Diaz et al.,, 2013;

Zimmermann und Lange, 2013; Kakarougkas und Jeggo, 2014, Kato et al., 2014).

1.2 Chromatin

Bei der Betrachtung von Reparaturprozessen in der Zelle ist zu beachten, dass die DNA, der
Trager der genetischen Information, in eukaryotischen Zellkernen nicht nackt vorliegt,
sondern um Histonproteine gewickelt ist (Kornberg, 1977) und zusitzlich mit weiteren
Komponenten assoziiert, die zu einer iibergeordneten Chromatinstruktur fithren (Probst et.
al 2009; Li and Reinberg, 2011). Wie schon 1977 von Kornberg beschrieben, ist dabei die
kleinste Einheit das Nukleosom, bestehend aus einem Oktamer welcher aus jeweils zwei
Histonen H2A, H2B, H3 und H4 zusammengesetzt ist. Zusammen bilden diese den
Nukleosomenkern, um welchen 147 Basenpaare der DNA gewickelt sind. Fiir einen
hoheren Kompaktierungsgrad sind die einzelnen Nukleosome durch das Linker-Histon H1
mit ihren benachbarten Nukleosomen verbunden. Wie genau die iibergeordnete
Sekundérstruktur aussieht, ist bis heute nicht geklért. Lange Zeit wurde angenommen, dass

die DNA in einer 30 nm Faser im Interphasezellkern vorliegt (Finch und Klug, 1976). Die
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Untersuchungen, die zu dieser Erkenntnis fithrten, wurden allerdings nicht an intakten
Zellkernen unter in vivo Bedingungen, sondern an isolierter DNA in vitro durchgefiihrt. Es
gibt viele methodische Ansitze, um die DNA-Struktur in ihrer natiirlichsten Form zu
ergriinden, viele fiihren allerdings unweigerlich zu Artefakten, so dass bis jetzt nicht
endgiiltig geklart werden konnte, ob die 30 nm Faser in situ in allen, keinen oder eventuell
auch nur in ganz bestimmten Zellkernen existiert (Grigoryev und Woodcock, 2012).
Studien der letzten Jahre gehen von einer irreguldr gefalteten Nukleosomenfaser mit 10 nm
Durchmesser aus (Maeshima et al., 2010, Nishino et al., 2012, Joti et al., 2012), welcher eine
Zick-Zack- oder Solenoidstruktur der Nukleosomenkette zugrunde liegt (Woodcock und

Ghosh 2010).

Betrachtet man das Chromatin in einer weiteren, iibergeordneten Ebene, kann zwischen
Euchromatin (EC) und Heterochromatin (HC) unterschieden werden. Die beiden Begriffe
wurden schon sehr frith, im Jahre 1928 von Emil Heitz eingefithrt, welcher bei
lichtmikroskopischen Beobachtungen zeigen konnte, dass sich manche Teile des
Chromatins durch ihre Kompaktierung und Férbeeigenschaften von anderen Bereichen
unterscheiden. Er definierte HC als Chromatinregionen, welche sich stark anfarben lassen
und durch den ganzen Zellzyklus hindurch in einem hohen Kompaktierungsgrad vorliegen
und EC als die Bereiche, die nur eine schwache Firbung aufweisen und die wihrend der
Telophase verschwinden. Diese zytologische Definition von HC und EC ist zwar sehr

allgemein gehalten, hat aber bis heute noch ihre Giiltigkeit.

Beeinflusst wird die DNA-Struktur durch viele Faktoren, wie beispielsweise die Linge des
Linker-Histons HI1, DNA-Methylierung, Chromatin-Remodelling-Faktoren, die
Zusammensetzung des Nukleosomenkerns mit verschiedenen Histonvarianten und
posttranslationale Histonmodifikationen (PTM) (Woodcock und Gosh, 2010). Uber
letzteres leitet sich auch die molekulare Definition von HC und EC ab. Bereits seit 1964 ist
bekannt, dass Histone posttranslational modifiziert werden (Allfrey et al., 1964).
Mittlerweile kennt man viele verschiedene Modifikationen, darunter Methylierungen,
Phosphorylierungen, Ubiquitinylierungen, Acetylierungen und Sumoylierungen — und die

Suche nach neuen Modifikationen ist noch nicht abgeschlossen (Turner, 2012). Es wird von
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einem sogenannten ,Histone Code“ gesprochen, welcher viele Prozesse in der Zelle
beeinflusst oder auch steuert, wie beispielsweise Transkription, Replikation,
Rekombination oder auch DNA-Reparatur (Bannister und Kouzarides, 2011). Fiir die
molekulare Definition von EC und HC spielen vor allem Histonmethylierungen und -
acetylierungen eine grofle Rolle. EC ist reich an Acetylierungen, welche die positive
Ladung der Lysinreste neutralisieren und so dazu fiithren, dass die Bindung zur negativ
geladenen DNA geschwicht wird. Dies fithrt zu einer offenen, wenig kondensierten
Chromatinstruktur, in welcher Transkription mdglich ist (Jost et al., 2012). HC ist im
Gegensatz dazu transkriptionell inaktiv. Es muss hier zwischen konstitutiven und
fakultativen Heterochromatin unterschieden werden. Konstitutives HC beinhaltet
Genomregionen die permanent stillgelegt sind, wie Centromere oder Telomere.
Charakterisiert ist es durch das relativ hohe Vorhandensein von H3K9me3, also einem 3-
fach methyliertem Histon 3 am Lysin 9. Fakultatives HC beinhaltet Regionen, welche im
Laufe der Entwicklung und/oder Differenzierung unterschiedlich exprimiert und
anschliefiend stillgelegt wurden. Ein klassisches Beispiel wire hierfiir das inaktive X-
Chromosom bei weiblichen Sdugetieren. Die vorherrschende PTM in fakultativem HC ist
H3K27me3 (Bannister und Kouzarides, 2011). In fakultativem HC ist noch eine Regulation
der Genaktivitdt moglich. Je nach Bedarf kann hierbei EC in fakultatives HC umgewandelt
werden, oder auch umgekehrt konnen lokal stillgelegte Gene wieder transkriptionell
aktiviert werden. Anders als Acetylierungen oder Phosphorylierungen dndern
Methylierungen die Ladung des Histonproteins jedoch nicht und fithren somit nicht direkt
zu einer Verinderung in der Struktur des Chromatins (Bannister und Kouzarides, 2011),
sondern bilden eine Bindungsplattform fiir weitere Proteine, wie beispielsweise die
Chromodomiénen des HP1 Proteins, welches die Bildung von HC unterstiitzt und in Folge

dessen zur Repression der Genexpression fithrt (Zeng et al., 2010).

HP1 ist dabei nur ein mogliches Effektorprotein, welches bestimmte
Histonmodifikationsmuster als Bindungsstellen erkennt. Ein Beispiel aus den vielen
Proteinen, die das PTM-Muster zur Rekrutierung und Bindung nutzen, sind die Chromatin-

Remodelling-Komplexe, auch Remodeller genannt. Hier kann zwischen vier Familien
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entschieden werden: SWI/SNF, ISWI, CHD und INOS8O0. Es handelt sich hierbei um grofde
Proteinkomplexe (> 1 MDa), welche alle iiber eine evolutionir stark konservierte ATPase
Untereinheit verfiigen. Durch ATP-Hydrolyse sind sie in der Lage, den DNA-Histon-
Kontakt zu 16sen. Dadurch sind eine ganze Reihe strukturelle Chromatinverinderungen
moglich, wie das Verschieben oder die Lageverinderung von Nukleosomen, das komplette
Entfernen von Histonoktameren, um die DNA freizulegen, oder der Austausch und das
Einsetzen von Histonvarianten. Chromatin-Remodelling-Komplexe sorgen also auf der
Grundlage der PTM fiir eine dynamische Chromatinumgebung, die entsprechend der
unterschiedlichen DNA prozessierenden Aktivitidten angepasst werden kann (Liu et al,,

2012).

1.3 Bedeutung der Chromatinstruktur fiir die DNA-Reparatur

Die Chromatinumgebung spielt auch bei dem Prozess der DNA-Reparatur eine grof3e Rolle.
Da die geschiddigte DNA nicht nackt im Zellkern vorliegt, sondern in eine komplexe
Chromatinstruktur eingebettet ist, muss diese in den gesamten Reparaturprozess mit
einbezogen werden. Auf der einen Seite muss die Struktur aufgelockert werden, um eine
Zuginglichkeit und Mobilitdt zu gewidhrleisten, auf der anderen Seite miissen die losen
Enden zusammengehalten, die gesamte Integritit geschiitzt, und die Genexpression an
geschidigten Bereichen reprimiert werden. Dementsprechend sind an der DNA-Reparatur
viele Proteine beteiligt, die das PTM-Muster verindern oder auf andere Weise die

Chromatinstruktur direkt oder indirekt beeinflussen.

1.3.1. Chromatin-Remodelling Komplexe

Fir alle Chromatin-Remodelling-Familien ist in verschiedenen Organismen eine
Beteiligung in der DNA-Reparatur beschrieben, auch wenn die genauen Prozesse meist
noch nicht im Detail bekannt sind. SWI/SNF wird beispielsweise in Hefe bei der HR an die
Schadensorte rekrutiert und unterstiitzt hier die Paarung der homologen DNA-Striange
(Chai et al., 2005). Auch in Saugerzellen wird SWI/SNF zu den Schadensorten rekrutiert,

interagiert dort mit acetyliertem H3 und H4, was durch die Phosphorylierung von H2AX
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stimuliert wird (Lee et al., 2010; Ogiwara et al., 2011). CHD4 und seine regulatorische
Einheit MTA2 fordern in der Ubiquitin-vermittelten Signaltransduktion die Rekrutierung
der E3 Ligasen RNF168 und BRCA1 an die DSB (Smeenk et al., 2010; Larsen et al., 2010).
Des Weiteren spielt CHD3 bei der Reparatur im Heterochromatin eine Rolle — worauf im
Weiteren noch niher eingegangen wird. Der zur INO80-Familie gehérende TRRAP-Tip60
Komplex acetyliert nach DNA-Schiadigung ATM sowie die Histone H2A/H2AX und H4 und
ist fiir eine effiziente DNA-Reparatur notwendig (Bird et al., 2002; Sun et al., 2005; Murr et
al., 2006). Und auch fiir die ISWI-Familie der Chromatin-Remodelling-Proteine konnte
eine Beteiligung an der DNA-Reparatur nachgewiesen werden. Beispielsweise konnte
gezeigt werden, dass SNF2H iiber eine RNF20 vermittelte Monoubiquitinylierung von H2B
und eine Methylierung von H3K4 an den Schaden rekrutiert wird. Eine Depletion von
SNF2H in der Zelle fiihrt dazu, dass DNA-Endenprozessierung nicht mehr stattfinden kann,
Rad51 und BRCAI nicht mehr an den Schadensort rekrutiert werden und somit keine
DNA-Reparatur mittels HR mehr moglich ist (Nakamura et al., 2011). Fiir einen anderen
Faktor aus der ISWI-Familie, ACF1, konnte von Sdnchez-Molina et al., 2011 eine schnelle
Rekrutierung an den Schadensort nachgewiesen werden. Die Depletierung von ACF1 fiithrt
zu erhohten Apotoseraten und einem unvollstindigen G2/M-Checkpoint bei
strahleninduzierten DNA-Schdden. Auch wenn die genaue Rolle von ACF1 bei der DNA-
Reparatur noch nicht genau geklirt ist, zeigen diese Ergebnisse, dass Proteine der ISWI-

Familie essentiell fiir eine effektive Reparatur von DNA-Schiden sind.

1.3.2. Verianderungen im PTM-Muster

Wie man an einigen Bindungsstellen der Chromatin-Remodelling-Komplexe schon sehen
kann, spielen auch PTM eine wichtige Rolle bei der DNA-Reparatur. Dabei ist das PTM-
Modifizierungsmuster fast beliebig komplex, da verschiedene PTM an unterschiedlichen
Aminosduren moglich sind. Im Falle der Methylierung koénnen sogar mehrere
Methylgruppen an eine Aminosdure gebunden werden. Ein Nukleosom ist in der Regel
nicht nur mit einer, sondern mit mehreren PTM versehen, die dann wiederum miteinander

wechselwirken und damit zu unterschiedlichen Wirkungen in der Chromatinregulation
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fithren (Bannister und Kouzarides, 2011). Ein zusitzlicher Grad an Komplexitit entsteht
durch neueste Erkenntnisse, die zeigen, dass die Histondimere in einem Nukleosom auch
asymmetrisch modifiziert werden konnen (Voigt et al., 2012). Aufgrund der stindig
wachsenden Neuentdeckungen und Erkenntnisse iiber PTM ist bis jetzt noch nicht
endgiiltig gekldrt, wie die genaue Regulation einzelner Prozesse in der Zelle stattfindet. Bis
jetzt konnte nur fiir wenige PTM ein direkter kausaler Zusammenhang mit den Effekten

im Chromatin hergestellt werden (Henikoff und Shilatifard, 2011).

Dass PTM in der DNA-Reparatur jedoch eine sehr wichtige Rolle spielen, ist spatestens seit
der Entdeckung von H2AX, welches nach DNA-Schidigung an den Schadensorten
phosphoryliert wird, bekannt (Rogakou et al.,, 1998). Die Phosphorylierung der
Histonvariante H2AX erfolgt innerhalb der ersten Minuten nach der Entstehung eines
Doppelstrangbruches und umfasst einen Bereich von 2-3 Mb (Rogakou et al., 1999). yH2AX
ist ein zentraler Baustein innerhalb der DNA-Reparatur und dient seit der Entdeckung in
Zusammenhang mit DSB (Rogakou et al.,, 1998) in vielen Untersuchungen als
Doppelstrangbruchmarker. In diversen Immunfluoreszenzstudien wurde gezeigt, dass
yH2AX nach ionisierender Strahlung mit vielen DNA-Reparaturfaktoren wie dem MRN-
Komplex, 53BP1, MDC1, BRCA1l und RAD51 kolokalisiert. Verantwortlich fiir die
Phosphorylierung sind die PI3-like Kinasen ATM, ATR und DNA-PK, wobei ATM und
DNA-PX vor allem bei der Reaktion auf Schiden durch IR beteiligt sind, ATR hingegen bei
Schdden, die durch die DNA-Replikation in der S-Phase entstehen. Eine strikte Trennung
kann jedoch hier nicht gezogen werden. Alle drei Kinasen scheinen wihrend der zelluldren
Reaktion auf IR und Replikationsstress zusammen zu wirken und auch ATR kann in der S-
und G2-Phase in die Reparatur von IR Schiden involviert sein (Ubersicht bei Firsanov et
al., 2011). Seit der Entdeckung von yH2AX im Zusammenhang mit der DNA-Reparatur
wurden immer mehr Mechanismen entdeckt, wie PTM und DNA-Reparaturfaktoren
zusammenwirken. Dabei spielt nicht nur das Setzen von neuen Modifikationen eine Rolle,
es kommt ebenso zu einer Verdnderung im Muster der bestehenden PTM. Es sind hierbei
sowohl Prozesse entdeckt worden, die moglicherweise zu einer Auflockerung des

Chromatins fithren, als auch welche, die zu einer Kondensierung und Expressionsrepression
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fihren konnten. In Abbildung 4.1 bzw. Abbildung 4.2 sind diese Interaktionen und
Zusammenhinge vereinfacht dargestellt. Die durchgezogenen Linien stellen dabei gut
untersuchte Interaktionen und kausale Beziehungen dar, die unterbrochenen Linien Wege,
fiir die es bis jetzt weniger starke Evidenzen gibt. Was sofort ins Auge sticht, ist die
Tatsache, dass die wenigsten Wege bis jetzt gut untersucht sind (Friedl et al., 2012). Fiir
vieles gibt es bisher nur Hinweise und auch oft widerspriichliche Daten, die auf viele
Griinde, wie beispielsweise verschiedene Zelllinien, Schadensarten oder auch methodische

Unterschiede zuriickzufithren sind.
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Abbildung 4.1. Vereinfachte Ubersicht iiber die strahlungsinduzierten Veridnderungen, die
moglicherweise zu einer offeneren Chromatinstruktur und der Rekrutierung von DNA-
Reparaturfaktoren fiihren. Die durchgezogenen Linien stellen gut untersuchte Interaktionen und
kausale Beziehungen dar, die unterbrochenen Linien Wege, fiir die es bis jetzt weniger starke
Evidenzen gibt (Friedl et al., 2012).

Eine wichtige PTM fiir die Auflockerung des Chromatins scheint die Acetylierung zu sein.
Histonacetyltransferasen (HAT) katalysieren den Transfer der Acetylgruppe von CoA an
die Lysinreste von H3 und H4. Dies fiihrt zu einer Neutralisierung der positiven Ladung der
Lysinreste, was die Interaktion zwischen Histon und DNA schwichen kann (Bannister und

Kouzarides 2011). Die globale Acetylierung von H3K14 scheint dabei als einer der ersten
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Schritte der DNA-Schadensantwort noch vor ATM-Aktivierung zu erfolgen (Lim et al.,
2005; Kim et al., 2009). Die in der Literatur beschriebenen Beobachtungen an den
Verdnderungen des Acetylierungsmuster nach DNA-Schidigung stellen sich jedoch
grofdtenteils als sehr widerspriichlich dar. Einige Gruppen sehen beispielsweise eine
Zunahme von H3K14ac nach DNA-Schiadigung (Murr et al., 2006; Kim et al., 2009), andere
bestitigen dies aber nicht und beschreiben dafiir eine Hyperacetylierung von H3K18
(Ogiwara et al., 2011). Fiir H3K56ac sind die Daten noch widerspriichlicher. Hier wurde
sowohl eine Zunahme (Das et al., 2009; Vempati et al., 2010), als auch eine globale
Abnahme der H3K56 Acetylierung beschrieben (Tjeertes et al., 2009; Yang et al., 2009;
Miller et al., 2010). Die lokale Hyperacetylierung von H4 scheint gesicherter zu sein und
wurde von verschiedenen Gruppen beschrieben (Murr et al., 2006; Falk et al., 2007;
Ogiwara et al., 2011). Die schadensinduzierte Hyperacetylierung von H4 an den Lysinen 5,
8, 12 und 16 beeinflusst dabei vermutlich entweder direkt iiber die Schwichung der
Verbindung zwischen H2A und H4 oder indirekt {iber den NuA4 Remodelling-Komplex,
die Nukleosomstabilitit (Xu und Price, 2011).

Interessanterweise geht die schadensabhingige lokale Chromatindekondensierung, wie sie
beispielsweise Kruhlak et al. (2006) nach Bestrahlung mit einem UV-Laser beobachten
konnten, nicht mit einem Verlust von heterochromatinspezifischen PTM wie H3K9me2
oder H3K9me3 einher (Ayoub et al., 2008; Luijsterburg et al., 2009, Sun et al., 2009; Noon
et al., 2010; Seiler et al., 2011).

Es scheint neben der Auflockerung des Chromatins auch gleichzeitig zu einer Verdichtung
und damit Repression der Genexpression zu kommen. Dies geht einher mit einem Verlust
der Euchromatinmarker H3K4me3 und H3K9ac, wie auch in Abbildung 4.2 zu sehen ist
(Seiler et al., 2011, Friedl et al., 2012).
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Abbildung 4.2. Vereinfachte Ubersicht iiber die strahlungsinduzierten Verinderungen, die
moglicherweise zu einer Chromatinkondensation und einer transkriptionellen Repression fiihren.
Die durchgezogenen Linien stellen gut untersuchte Interaktionen und kausale Beziehungen dar, die
unterbrochenen Linien die Wege, fiir die es bis jetzt weniger Evidenzen gibt (Friedl et al., 2012).

Bei den vielfiltigen Verdnderungen im PTM-Muster muss wihrend und nach der
eigentlichen DNA-Reparatur die stark verdnderte Chromatinstruktur wiederhergestellt
werden, um die genetische und epigenetische Stabilitdt zu gewihrleisten. Hier kommen
Histonchaperone zum Einsatz, die entfernte Histonoktamere wieder in das Chromatin
einbauen oder modifizierte Histone austauschen, genauso wie diverse andere Enzyme, wie
z.B. Histondeacetylasen, die Modifikationen entfernen oder auch wiederherstellen. Der
aktuelle Wissenstand legt nahe, dass es zu keiner vollstindigen Wiederherstellung der
parentalen Struktur kommt, da ebenso neue Histone eingebaut werden, so dass man von
einem moglichen ,damage imprint“ spricht (Soria et al., 2012, Misteli und Soutoglou, 2009).
Diese epigenetischen Veridnderungen nach DNA-Reparatur, vor allem durch HR, kénnen

dabei sogar zur Stilllegung von Genen fithren (O’Hagan et al., 2008).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass noch nicht im Detail bekannt ist, wie alles
ineinandergreift, welche Histonmodifikationen wihrend der DNA-Reparatur verdndert
werden, von welchen Faktoren dies abhédngig ist und welche Auswirkungen dies sowohl

auf die Strangbruchreparatur, als auch auf den weiteren Zellstoffwechsel hat. Es fehlt an
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Screening-Untersuchungen bei denen Histonmodifikationen identifiziert werden, die sich
nach einer DNA-Schidigung verdndern. Tjeertes et al. haben 2009 ein entsprechendes
Screening in U20S und HeLa-Zellen nach Behandlung der Zellen mit DNA-schidigenden
Agenzien publiziert. Im Zuge dieser Arbeit soll die Verdnderung des PTM-Musters nach

Bestrahlung in lymphoblastoiden Zelllinien untersucht werden.

1.3.3. Individuelle Strahlenempfindlichkeit und epigenetische Therapie

Bereits seit iiber 100 Jahren ist bekannt, dass einzelne Individuen unterschiedlich auf
Bestrahlung reagieren. Dies fiihrt vor allem bei der Strahlentherapie von malignen
Tumoren zu einer starken Einschrinkung, da zwischen einem mdglichst grofien
therapeutischen Effekt und moglichst geringen Nebenwirkungen in den bestrahlten und
benachbarten Geweben eine Balance gefunden werden muss. Hierbei kann man in frithe
und spite Nebenwirkungen unterscheiden. Bei den frithen handelt es sich beispielsweise
um Hautirritationen, Schleimhautentziindungen, Ubelkeit oder Diarrhd, die jedoch nach
der Beendigung der Behandlung schnell wieder abklingen. Spite Nebenwirkungen
begleiten den Patienten hingegen iiber Monate und Jahre hinweg nach der Radiotherapie
und finden beispielsweise Auspriagung in Fibrosen, Atrophien, Schidigungen der Gefif3e
oder Neuronen und anderen Erkrankungen, u.a. auch strahleninduzierten Tumoren
(Bentzen, 2006; Foray et al., 2012). Dabei sind nicht nur Patienten mit genetischen
Syndromen wie beispielsweise Ataxia Telangiectasia betroffen, auch bei 5-15% der
Krebspatienten ohne einer mit Strahlensensitivitit assoziierten genetischen Erkrankung
treten mittlere und schwere Komplikationen wihrend oder nach der Strahlentherapie auf
(Foray et al., 2012). In welchen interindividuellen Unterschieden diese Variation an

Strahlensensitivitat begriindet liegt, ist noch nicht geklart.

Interessante Kandidaten hierfiir wiren Proteine, die an der epigenetischen Regulation
beteiligt sind. Genomanalysen von malignen Tumoren konnten Mutationen sowohl in
Histon- und DNA-modifizierenden Proteinen, als auch in Nukleosom-Remodelling-
Komplexen identifizieren (Jakopovic, 2013). Epigenetische Verdnderungen treten in der

frithen Karzinogenese vermutlich deutlich hiufiger auf als Anderungen der DNA-Sequenz.
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Eines der prominentesten Beispiele ist hierbei die Stilllegung von Tumorsuppressorgenen
durch DNA-Hypermethylierung der Promoterregionen (Esteller et al., 1999; Schuebel et
al., 2007; Geutjes et al., 2012). Deswegen ist die Epigenetik auch ein interessantes Ziel fiir
die Tumortherapie. Sowohl Histon-Deacetylase-Inhibitoren (HDAC-Inhibitoren), als auch
DNA-Methyltransferase-Inhibitoren (DNMT-Inhibitoren) werden aktuell bereits in der
Krebstherapie eingesetzt. Allerdings wirken diese sehr unspezifisch. HDAC-Inhibitoren
konnen streng genommen nicht als spezifisch epigenetisches Medikament bezeichnet
werden, da sie nicht nur einen Einfluss auf den Acetylierungsstatus von Histonen haben,
sondern zu einer Hyperacetylierung von 1750 verschiedenen Proteinen in der Zelle fiihren
konnen (Choudhary et al., 2009). Dies bietet zwar einerseits grofies Potential fiir
Nebenwirkungen, auf der anderen Seite konnte es aber auch einen grofien Teil zu dem
therapeutischen Effekt der HDAC-Inhibitoren beitragen. DNMT-Inhibitoren wirken zwar
spezifisch auf DNA-Methylierung, allerdings kommt es nicht nur in den tumorrelevanten
Genen, sondern genomweit zu einer Hypomethylierung. Es konnte zwar gezeigt werden,
dass eine globale Reduktion der DNA-Methylierung im Mausmodell positive Effekte auf
die Heilung von Intestinaltumoren hat (Laird et al., 1995), gleichzeitig ist
Hypomethylierung aber auch mit genomischer Instabilitit verkniipft und koénnte eine
epigenetische Verinderung darstellen, welche die Tumorbildung fordert (Rius und Lyko,
2012). Deswegen wird nach immer neuen Inhibitoren gesucht, welche in die epigenetische
Regulation eingreifen, dabei aber nicht global, sondern tumorspezifisch wirken. Ein
Beispiel wire hierfiir der Wirkstoff EPZ-6438, welcher im Mausmodell erfolgreich getestet
wurde und vermutlich bald in die erste klinische Testphase gehen wird. Es handelt sich
hierbei um einen EZH2-Inhibitor. EZH2 ist eine katalytische Untereinheit von PRC2
(Polycomb Repressive Complex 2), einem Multiproteinkomplex, welcher fiir die
Methylierung von H3 Lysin 27 (H3K27) verantwortlich ist und mit einer Reihe von
hdmatologischen und soliden menschlichen Tumoren in Verbindung gebracht wird, wie
beispielsweise Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) (Deshpande et al., 2012; Lund et al., 2014).
Der EZH2-Inhibitor ist in der Lage, selektiv NHL-Zellen zu toten, die eine Mutation im
EZH2 haben, Zellen mit EZH2-Wildtyp werden dabei nur minimal in ihrer Proliferation

eingeschriankt (Knutson et al., 2013; Wee et al., 2014).
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Die Forschung befindet sich hier noch ganz am Anfang in den Bemiithungen einen Bogen
zu schlagen zwischen individueller Strahlenempfindlichkeit, Epigenetik und spezifischer
und individualisierter Tumortherapie. Da Histonmodifikationen als Marker und
Bindungsstellen nicht nur in der DNA-Reparatur, sondern auch fiir andere Prozesse in der
Zelle eine zentrale Rolle spielen und teilweise mit Krebs und Tumortherapie assoziiert
werden konnen, wird in dieser Arbeit untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen
individueller Strahlenempfindlichkeit und der spezifischen Verdnderung des

Histonmodifikationsmusters nach Bestrahlung besteht.

1.4 Spezifische Herausforderungg DDR und Reparatur in
kondensiertem Chromatin

DNA-Schédden innerhalb von hoch kondensiertem Chromatin stellen eine besondere
Herausforderung an die Zelle dar. Durch den hohen Kompaktierungsgrad der DNA stellt
sich nicht nur die Frage nach modglichen Einschrinkungen in der Zuginglichkeit fiir
Proteine der DNA-Schadensantwort (DNA damage response, DDR), aufgrund der darin
enthaltenen hochrepetitiven Sequenzen bedarf es zudem einer strengeren Regulation der
DNA-Reparatur als im Euchromatin. Besonders wihrend der HR besteht ansonsten die
Gefahr von Verlust oder Duplikation von Information (Peng und Karpen, 2008) oder bei
der Rekombination zwischen identischen Wiederholungen nichthomologer Chromosomen

die Entstehung von Austauschaberrationen.

Nicht nur wihrend der Mitose liegen Chromosomen in einem hochkondensierten Zustand
vor, sondern auch im Interphasekern sind etwa 15-25% der DNA in Heterochromatin
gepackt, so dass sich hier ebenfalls die Frage nach der DNA-Schadensantwort stellt.
Interessant sind hierzu Beobachtungen die zeigen, dass 10-25% der DSBs deutlich
langsamer repariert werden als die restlichen DNA-Doppelstrangbriiche (Iliakis et al., 1991,
Lobrich et al., 1995) und dass derselbe Prozentsatz spezifisch ATM und Artemis fiir die
Reparatur benotigt (Riballo et al., 2004; Darroudi et al., 2007). Auch wenn die Komplexitit

der Lision die Reparaturkinetik beeinflussen kann (Riballo et al., 2004), deuten neuere
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Ergebnisse darauf hin, dass der Anteil an langsam reparierten DSBs denen entspricht, die

sich innerhalb von HC-Bereichen befinden (Goodarzi et al., 2008).

Zu der Ausbildung von yH2AX-Foci in Heterochromatinbereichen sind sehr
unterschiedliche Aussagen in der Literatur zu finden. Cowell et al. haben 2007
beispielweise publiziert, dass yH2AX-Foci nicht in Chromatinbereichen auftreten, die mit
Heterochromatinmarkern wie HPla oder H3K9me3 (trimethyliertes Lysin 9 des Histons
H3) dekoriert sind. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von Riibe et al. 2011, die
Ergebnisse aus Analysen mit einem Transmissionselektronenmikroskop verdffentlicht
haben. Sie beschreiben, dass YH2AX, 53BP1 und MDCI1 nur in dichten Chromatinbereichen
auftreten und dort mit dem Heterochromatinmarker H3K9me3 kolokalisieren und nie mit

acetyliertem H3, einem Marker fiir Euchromatinbereiche.

Bis jetzt ist wenig dariiber bekannt, wie sich DNA-Reparaturfaktoren in
hyperkondensiertem Chromatin verhalten. Es wird postuliert, dass in den
Heterochromatinbereichen der Zelle unter normalen physiologischen Bedingungen nur die
friihe Schadenserkennung und Prozessierung innerhalb des HC stattfindet und alle
weiteren Schritte der Reparatur erst erfolgen, nachdem die geschidigte DNA an die

Peripherie der HC-Bereiche gebracht wurde (Abbildung 4.3) (Soria et al., 2012).
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Abbildung 4.3. Model fiir die mégliche DSB-Antwort innerhalb von Heterochromatinbereichen in
héheren FEukaryoten. In rosa dargestellt ist schematisch ein durch den Heterochromatinmarker
beschriebenes Chromozentrum einer Mauszelle. Wenn es zu einem DNA-Schaden innerhalb dieses
Heterochromatinbereichs kommt (A), finden die frithen Schritte der DDR, wie die
Schadenserkennung und die friihe Signaltransduktion innerhalb des Heterochromatins statt (B).
Anschliesend kommt es zu einer Volumenzunahme des Chromozentrums und zu einer Verlagerung
der beschidigten DNA an die Peripherie des Heterochromatinbereichs. Erst dort findet die weitere
Signalweitergabe und die vollstindige Reparatur statt (C) (Soria et al., 2012).

Depletionsversuche an Drosophila- Zellen in denen entweder Proteine des NHE] oder der
HR ausgeschaltet wurden, haben gezeigt, dass —anders als im EC — in DAPI-intensiven HC-
Bereichen alleine die homologe Rekombination fiir die Reparatur der Doppelstrangbriiche
verantwortlich ist. Die frithen Schritte der DNA-Reparatur, wie Schadenserkennung,
H2AX-Phosphorylierung, Bildung von ATRIP und Mdc1-Foci, scheinen auch innerhalb des
HC mit derselben Effektivitit und Kinetik zu verlaufen wie im EC. Weitere Schritte, wie
die Rekrutierung von Rad51, erfolgen allerdings zeitlich und raumlich versetzt (Chiolo et
al., 2011). Hierfiir miissen zundchst umfassende Verdnderungen in der Chromatinstruktur
erfolgen, die sich u.a. in einer Vergrofierung der HC-Dominen zeigt. Entgegen friiherer
Annahmen, scheint es bei den Verinderungen weniger um eine Auflockerung der
Chromatinstruktur zu gehen, die DNA-Reparaturfaktoren eine bessere Zuginglichkeit
ermoglicht, sondern vielmehr darum, den geschédigten DNA-Stringen die Mobilitit zu

verschaffen, die sie benétigen, um fiir die weitere Reparatur an die Peripherie des HC
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gebracht zu werden. Hierbei scheinen vor allem zwei Heterochromatinproteine eine
entscheidende Rolle zu spielen, HP1-f (Heterochromatin Protein 1-f) und KAP-1
(Kriippel-associated protein-1). HP1-f bindet an den Heterochromatinmarker H3K9me3
(Bannister et al., 2001; Lachner et al., 2001) und blockiert die Assemblierung von Rad51-
Foci im HC (Chiolo et al., 2011). Nach einer DNA-Schadensinduktion wird es von CK2
(Casein Kinase 2) phosphoryliert, was eine Konformationsinderung und eine Freisetzung
vom Heterochromatin bewirkt (Ayoub et al.,, 2008). KAP-1 wird durch ATM
phosphoryliert. Dies verursacht eine Stérung der Interaktion von KAP-1 und CHD3
(chromodomain helicase DNA-binding protein 3), so dass CHD3 von heterochromatischen
DSBs entfernt wird (Goodarzi et al., 2011). Dies fithrt zu einer Chromatinrelaxierung
(Goodarzi et al., 2011), wobei der genaue Mechanismus, wie die Freisetzung von CHD3 aus

dem HC die Reparatur fordert, noch unklar ist (Soria et al., 2012).

Fiir die Expansion des HC und die Relokalisierung der Reparaturfoci an die Peripherie des
HC-Kompartiments scheinen die Checkpoint Proteine ATM und besonders ATR, sowie

Resektionsproteine notwendig zu sein (Chiolo et al., 2011).

Entgegen friitherer Schlussfolgerungen (Cowell et al., 2007; Goordarzi et al., 2008; Kim et
al., 2007) ist vermutlich die Struktur des Heterochromatins nicht grundsitzlich eine
Behinderung fiir die DNA-Schadenserkennung und die weitere Reparatur darzustellen.
Ebenso scheint die bei der Reparatur beobachtete Chromatinauflockerung nicht, wie von
verschiedenen Autoren angenommen (Ayoub et al., 2008; Goodarzi et al., 2008), fiir die
Zuginglichkeit von Reparaturfaktoren notwendig zu sein, da sonst eine effektive und
schnelle Phosphorylierung von H2AX und die Focibildung von grofen Proteinen wie Mu2
(Drosophila-Homolog von Mdcl) im HC nicht méglich wire (Chiolo et al., 2011).

Auch fiir mitotische Zellen konnte gezeigt werden, dass die ersten Schritte der
Schadenserkennung, wie die Rekrutierung des MRN-Komplexes, die Aktivierung von ATM
und die Phosphorylierung von H2AX auch in den hyperkondensierten
Mitosechromosomen noch méglich ist (Giunta et al., 2010; Gomez-Godinez et al., 2010; van

Vugt et al,, 2010).
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Dennoch ist immer noch wenig dariiber bekannt, ob und wie DNA-Reparatur in
hyperkondensiertem Chromatin abliduft — besonders in humanen Zellen. Anders als die in
vielen zu dem Thema verwendeten Mauszellen verfiigen humane Zellen nicht iiber grofie,
klar abgegrenzte Heterochromatinbereiche wie die murinen Chromozentren. Um
quantitative Aussagen iiber die DNA-Reparatur in hyperkondensiertem, oder auch
aufgelockertem, Chromatin treffen zu konnen, wurde in dieser Arbeit eine Mdoglichkeit zur
artifiziellen Verdnderungen der Chromatinstruktur verwendet. Bereits 1938 wurde von
Otto Bank beschrieben, dass eine Erhéhung oder Erniedrigung der Ionenkonzentration in
dem Umgebungsmedium der Zellen oder Geweben zu einer Verdnderung der Strukturen
im Zellkern fiihrt. Diese Methode der kiinstlichen Hyper- bzw. Hypokondensierung von
Chromatin wurde seither in zahlreichen Experimenten als eine schnelle und transiente
Methode genutzt, um die Chromatinstruktur zu beeinflussen. Die Verdnderung tritt dabei
innerhalb von wenigen Minuten ein und ist in dhnlich kurzen Zeitspannen reversibel.
Durch unterschiedliche Molarititen sind Abstufungen des Kondensationsgrades moglich —
von aufgelockertem Chromatin bis hin zu Stadien die, einen Vergleich mit

Mitosechromatin zulassen (Albiez et al., 2006; Martin und Cardoso, 2010).

Eine Kombination aus artifiziell verdnderter Chromatinstruktur und Bestrahlung bzw. der
Reparatur von strahleninduzierten DNA-Schiden wurde bisher kaum untersucht. Erste
Untersuchungen von Susanne Breitkopf im Zuge einer Diplomarbeit in unserer
Arbeitsgruppe (Breitkopf, 2007) deuteten auf eine Reduktion bzw. Inhibierung der Rad51

und 53BP1-Akkumulierung an den Schadensort im hyperkondensierten Chromatin hin.

Im Zuge dieser Arbeit wurde eine systematische Untersuchung verschiedener DNA-
Reparaturfaktoren innerhalb unterschiedlicher Chromatinqualitdten — von aufgelockert bis
stark kondensiert — durchgefiihrt. Beurteilt wurde hierbei ihre Akkumulierungsfihigkeit
und Kolokalisation mit yH2AX am Schadensort, um detaillierter als bisher beschrieben die

Abhidngigkeit von Chromatinstruktur und DNA-Reparatur beurteilen zu kénnen.
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

Da die DNA nicht nackt im Zellkern vorliegt, sondern in eine komplexe Chromatinstruktur
eingebettet ist, welche nicht nur in Abhéngigkeit der Zellzyklusphase in unterschiedlichen
Kondensationsgraden in der Zelle vorliegt, sollte diese fiir eine umfassende Betrachtung

zelluldrer Prozesse wie die DNA-Schadensantwort und Reparatur miteinbezogen werden.

Ziel dieser Arbeit war die Betrachtung der wechselseitigen Beeinflussung von DNA-

Schadensantwort und Chromatinstruktur.

Im ersten Teil sollte der Einfluss des Kompaktierungsgrades des Chromatins auf die
Akkumulierung von DNA-Reparaturfaktoren untersucht werden. Hierfiir musste zunichst
geklart werden, inwiefern die gewiéhlte Methode der artifiziellen und transienten Hyper-
bzw. Hypokondensierung des Chromatins durch hyper- oder hypotones Medium Einfluss
auf die allgemeine Morphologie und Viabilitit der gewéhlten Zellsysteme hat. Im Weiteren

wurden dann folgende Fragen geklart:

Findet auch in der verinderten Chromatinstruktur eine effiziente Phosphorylierung von
H2AX nach Ionenmikrobestrahlung statt und welchen Einfluss gibt es auf die Gréfse und
die Anzahl der yH2AX-Foci? Welche DNA-Reparaturfaktoren sind auch in
hyperkondensiertem Chromatin noch in der Lage am Schadensort zu akkumulieren? Kann
hierbei ein Unterschied zwischen Proteinen festgestellt werden, die friih oder spit an der
DNA-Reparatur beteiligt sind? Gibt es eine kritische Osmolaritit bei der keine
Akkumulierung mehr stattfinden kann und ist diese in unterschiedlichen Zellsystemen
gleich? Welche Bedeutung haben kinetische Effekte oder mégliche Antikorperartefakte auf
die Beurteilung der Ergebnisse? Wie wirkt sich im Gegensatz zur Hyperkondensierung eine
Auflockerung der Chromatinstruktur auf die Focibildung der untersuchten

Reparaturfaktoren aus?

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte dann die andere Seite niher betrachtet werden, wie die
Bestrahlung mit IR und der darauffolgende DNA-Reparaturprozess die Chromatinstruktur

verdndert. Hierfiir wurden verschiedene Histonmodifikationen nach IR quantitativ im
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Western Blot analysiert. Die Versuche wurden zunichst an einer LCL-Zelllinie eines

gesunden Spenders durchgefiihrt und unter den folgenden Gesichtspunkten betrachtet:

Welche PTM zeigen eine Zu- oder Abnahme in ihrer global detektierbaren Menge und
welchen Einfluss hat hierbei die applizierte Dosis und die Inkubationszeit nach
Bestrahlung? Gibt es ein einheitliches Muster bei bestimmten PTMs wie Acetylierungen
oder Methylierungen oder gibt es eine Korrelation, ob eine PTM mit transkriptionell

aktivem oder inaktivem Chromatin assoziiert ist?

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde dann im Anschluss an einem kleineren Set an PTM
noch untersucht, ob es interindividuelle Unterschiede zwischen Zelllinien verschiedener
Spender gibt und ob diese eventuell mit der Strahlensensitivitdt einer Zelllinie korrelieren,
da dies einen wichtigen Hinweis auf die Frage nach einer individuellen Strahlentherapie

und einer epigenetisch wirkenden Tumortherapie liefern konnte.
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2. Ergebnisse

2.1 Beeinflussung der Schadensantwort durch modifizierte
Chromatinzuginglichkeit

Um die Beeinflussung der DNA-Schadensantwort von verschiedenen Reparaturfaktoren in
Abhingigkeit der Chromatinzugénglichkeit beurteilen zu kénnen, wurde eine schnelle und
transiente Methode verwendet, welche auf rein physiologischen Effekten beruht. Durch
Modulation der Osmolaritit des Kulturmediums (isoton: 290 mOsm) kann sowohl eine
Auflockerung der Chromatinstruktur (hypotones Medium: hier 140 mOsm), als auch eine

Hyperkondensation durch hypertones Medium (hier 525 bis 750 mOsm) erreicht werden.

Bevor jedoch der Einfluss auf die DNA-Reparaturfaktoren nach Schadensinduktion
untersucht wurde, wurde zunichst abgeklirt, welchen Effekt die verdnderte Osmolaritét
des Kulturmediums auf die Viabilitdt der Zellen hat. Da die Behandlung mit hypotonem
Medium nach eigenen und auch fremdpublizierten Ergebnissen (Baure et al., 2008) deutlich
weniger potentiell schidliche Einfliisse auf Zellen hat als hypertones Medium, erfolgte bei

den Analysen eine Konzentration auf die Behandlung der Zellen mit Hypertonie.

2.1.1 Untersuchung der Vertriglichkeit der Hypertonbehandlung

Als Kriterien fiir den Einfluss und die Vertréglichkeit des hypertonen Mediums auf die
Zellen wurde sowohl die Zellkerngrofse und -morphologie untersucht, als auch Versuche

zur Apoptoseinduktion und Induktion von Strangbriichen durchgefiihrt.

Apoptoseinduktion

Die veroffentlichten Angaben zur Apoptoseinduktion durch hohe Salzkonzentrationen im
umgebenden Medium der Zellen sind sehr widerspriichlich. Von diversen Autoren wird
fiir verschiedene Zelllinien und nach unterschiedlichen Inkubationszeiten eine massive
Apoptoseinduktion nach hypertoner Behandlung beschrieben (Galvez et al., 2001, Falk et
al., 2008, Dmitrieva et al., 2008). Im Gegensatz zu anderen Schidigungen der Zelle, wie

beispielsweise Bestrahlung, die erst zwischen 24 und 48 h zu einem deutlichen Anstieg in
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der Apoptoserate der Zellen fithren (z.B. Auer et al, 2011), wurde unter
Hypertonbehandlung schon nach relativ kurzen Zeitwerten Apoptoseinduktion
beschrieben. Galvez et al., 2001, sehen nach 6 h osmotischem Stress in Herz-Myozyten eine
deutlich erhohte Apoptoserate, Dmitrieva at al., 2008, beschreiben dies fiir HeLa-Zellen
nach 4 h bei 500 und auch 600 mOsm. Die Experimente von Falk et al., 2008, zeigen einen
noch deutlicheren und schnelleren Anstieg der Apoptoserate in BJ-Fibroblasten. Nach 20
min Hypertonie sind 10% der Zellen apoptotisch, nach 60 min steigt dieser Wert sogar auf
80% an. In anderen Arbeitsgruppen wurde dieser Effekt jedoch nicht beobachtet, in Maus-
Nierenzellen kommt es selbst nach 24h osmotischem Stress (550 mOsm) zu keiner erh6hten
Apoptoserate (Pihakaski-Maunsbach et al., 2010). Die Apoptoseinduktion und deren
Beurteilung scheinen stark sowohl von den behandelten Zellen, als auch von der
Osmolaritit, der Behandlungsdauer und der genutzten Nachweismethode abzuhingen
(Burg et al., 2007), so dass eine jeweilige Beurteilung in dem zu untersuchenden Zellsystem

unter den gewihlten Versuchsbedingungen nétig ist.

Da die Frage der moglichen Apoptoseinduktion durch die Hypertonbehandlung eine sehr
zentrale Rolle bei der Beurteilung der im Weiteren erzielten Ergebnisse darstellt, wurde sie
fiir unsere Zellsysteme und Behandlungsmodalitdten {iber den Nachweis der gespaltenen
Caspase-3 in der Immunfluoreszenz und der fragmentierten Zellen (sub-G1-Fraktion) in

der Durchflusszytometrie untersucht.

Bei der Untersuchung in der Immunfluoreszenz wurden HeLa-Zellen fiir eine oder drei
Stunden mit einem hypertonem Medium mit 570 mOsm inkubiert und anschliefSend
entweder direkt fixiert oder iiber Nacht auf isotones Medium gesetzt, um die Reversibilitdt
der Behandlung zu untersuchen. Vor der Fixierung wurde hier auf den Waschschritt

verzichtet, um keine Zellen von der Oberfliche abzuschwemmen.

Die anschliefSende Auszdhlung der fiir gespaltene Caspase-3 positiven Zellen lieferte das in
Abbildung 2.1 dargestellte Ergebnis. Bei einer einstiindigen Inkubation kommt es im
Vergleich zur isotonen Kontrolle zu einem minimalen Anstieg der positiven Zellen. Dieser
Unterschied ist jedoch bei einer darauffolgenden Inkubation unter isotonen Bedingungen

fiir 18 h nicht mehr zu beobachten. Der deutlichere Anstieg nach drei Stunden in 570
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mOsm Medium ist hingegen nicht reversibel, steigt jedoch bei der Inkubation tiber Nacht
kaum mehr an und bleibt mit 7 % in einem fiir die weitere Beurteilung der Reaktion der

Zellen akzeptablen Rahmen.

Anteil an gespaltener Caspase-3 positiven Zellen nach
Behandlung mit hypertonem Medium
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Abbildung 2.1. Anteil der Zellen mit einem positiven Immunfluoreszenzsignal fiir gespaltene Caspase-
3 nach Behandlung mit 570 mOsm Medium. Die Zellen wurden fiir 1 h oder 3 h mit hypertonem
Medium inkubiert und anschliefsend entweder direkt fixiert oder weitere 18 h in isotonem Medium
inkubiert bevor sie fixiert wurden. Pro Datenpunkt wurden ca. 250 Zellen aus einem Experiment
ausgezihlt. Bei direkter Fixierung sieht man einen leichten Anstieg bei beiden Inkubationszeiten, fiir
eine Stunde Behandlung ist dieser Effekt nach 18 h in isotonem Medium allerdings nicht mehr zu
beobachten.

Aufgrund der besonders drastischen Ergebnisse von Falk et al., 2008 mit BJ-Fibroblasten,
wurde derselbe Versuch auch mit BJ-1-hTERT-Zellen wiederholt, hier konnten jedoch zu
keinem gewihlten Zeitpunkt bzw. unter keiner Medienbedingung Zellen mit einem

positiven Signal fiir gespaltene Caspase-3 gezidhlt werden (Daten nicht gezeigt).

Als unabhingige Bestitigung der Ergebnisse aus der Immunfluoreszenz wurde die
Durchflusszytometrie gewéhlt, um ausschlieBen zu konnen, dass sich bei der
Immunfluoreszenz die apoptotischen Zellen schon komplett abgelost haben und somit
nicht mehr nachzuweisen waren. Es wurde hierbei dem Behandlungsprotokoll fiir alle

weiteren Versuche zur DNA-Schadensantwort gefolgt und eine Stunde mit 570 oder 750

32



mOsm Medium behandelt. Die anschlieffende Fixierung, Kernextraktion und

Propidiumiodidfarbung erfolgte mittels Nicoletti-Puffer.
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Abbildung 2.2. SubG1-Anteil von Hela-Zellen nach der Behandlung der Zellen mit hyperosmolarem
Medium fiir 1 h. Die Zellen wurden mit 570 mOsm (b) bzw. 750 mOsm (c) Medium inkubiert und
anschlieffend mit dem Nicoletti-Puffer geerntet, fixiert und gefirbt. Die Proben wurden in einem
Durchflusszytometer analysiert und das Gate fiir die SubGI1-Fraktion wurde anhand der isotonen
Kontrolle (a) festgelegt. Weder bei einer Behandlung mit 570 mOsm (b), noch mit 750 mOsm (c)
kommt es nach einer Stunde zu einem Anstieg der SubG1-Fraktion.

Die SubGl-Fraktion entspricht fragmentierten, apoptotischen Zellen. Im Gegensatz zu
langen Inkubationszeiten, wie unter Abbildung 2.3 fiir 24 h zu sehen, fithrt eine einstiindige
Behandlung der HeLa-Zellen (Abbildung 2.2) weder bei 570 mOsm, noch bei 750 mOsm
Medium zu einem Anstieg in der SubG1-Fraktion. Was allerdings auch schon nach einer
Stunde Behandlung zu sehen ist, ist eine leichte Verschiebung der Zellzyklusverteilung hin

zu G1, die allerdings nicht ndher quantifiziert wurde. Der gewihlte Experimentaufbau
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fithrt also in HeLa-Zellen zu keiner drastischen Apoptoseinduktion und stellt somit kein

Problem fiir alle weiteren Beobachtungen dar.
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Abbildung 2.3. SubG1I-Anteil von Hela-Zellen nach der Behandlung der Zellen mit hyperosmolarem
Medium fiir 24 h. Die Zellen wurden mit 570 mOsm (a) bzw. 750 mOsm (b) Medium inkubiert und
anschliefsend mit dem Nicoletti-Puffer geerntet, fixiert und gefirbt. Die Proben wurden in einem
Durchflusszytometer analysiert und das Gate fiir die SubGI1-Fraktion wurde anhand der isotonen
Kontrolle festgelegt. Bei einer Inkubationszeit von 24 h, kommt es bei beiden Osmolarititen zu einer
starken Apoptoseinduktion, fast alle Zellen liegen fragmentiert vor.

Induktion von Strangbriichen

Wie bei der Frage nach der Apoptoseinduktion durch Hypertonbehandlung finden sich
auch zur Induktion von Strangbriichen sehr unterschiedliche Angaben in der Literatur.
Reitsema et al., 2004 beschreiben beispielsweise eine deutliche Zunahme an yH2AX-Foci
nach Behandlung von SiHa-Zervixkarzinomzellen mit hyperosmolarem Medium. Diese
Zunahme sieht auch eine andere Arbeitsgruppe in mIMCD3- (Maus-Nierenzellen) und
MEF-Zellen (embryonale Mausfibroblasten), allerdings erst, nachdem die Zellen nach
hypertonem Stress wieder in isotonem Medium kultiviert wurden (Dmitrieva et al., 2003).
In Dmitrieva et al. aus dem Jahr 2008 ist hingegen fiir HeLa-Zellen publiziert, dass es zwar
in allen Zellen zu einer Induktion von Strangbriichen kommt, aber nur in den Zellen, die
anschlieffend in Apoptose gehen, ein Anstieg von yH2AX zu beobachten ist. Andere
Autoren (Zhou et al., 2006) bestitigen die Ausbildung von yH2AX-Foci in menschlichen

FL-Amnion-Zellen die mit Hypertonie behandelt wurden hingegen nicht.

Da im Folgenden die yH2AX-Focibildung unter hypertonen Bedingungen untersucht

werden soll, ist es wichtig, eine starke Induktion rein durch die hohe Salzkonzentration im
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Medium auszuschlieflen. Dies wurde sowohl auf Proteinebene, als auch in der

Immunfluoreszenz untersucht.

Fir die Proteinanalyse wurden HeLa- und U20S-Zellen fiir 1 h mit 750 mOsm Medium
inkubiert, der hochsten in dieser Arbeit fiir die Analysen der DNA-Reparatur verwendeten
Salzkonzentration. Fiir HeLa-Zellen konnte unter diesen Bedingungen im Western-Blot
eine Zunahme der yH2AX-Menge um 150 % beobachtet werden (Abbildung 2.4). Fiir die
U20S-Zellen (Abbildung 2.5) war die Zunahme im Durchschnitt etwas geringer, allerdings

mit grof8en Schwankungen zwischen den einzelnen Experimenten.

Relative Menge von yH2AX in HeLa-Zellen
nach Behandlung mit 750 mOsm
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Abbildung 2.4. Quantifizierung der yH2AX-Menge im Western-Blot nach einer Behandlung der HeLa-
Zellen fiir 1 h in 750 mOsm hypertonem Medium. Die Proteinmenge wurde normalisiert auf die
Ladekontrolle H2A und die isotone Kontrolle. Gezeigt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichung von zwei Experimenten.
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Relative Menge von YH2AX in U20S-Zellen
nach Behandlung mit 750 mOsm
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Abbildung 2.5.  Quantifizierung der yH2AX-Menge im Western-Blot nach einer Behandlung der
U20S-Zellen fiir 1 h in 750 mOsm hypertonem Medium. Die Proteinmenge wurde normalisiert auf
die Ladekontrolle H2A und die isotone Kontrolle. Gezeigt sind die Mittelwerte und die
Standardabweichung von zwei Experimenten.

Im Western-Blot lisst sich fiir beide Zelllinien eine deutliche Zunahme an yH2AX nach
Behandlung mit hypertonem Medium erkennen (Blot-Bilder siehe 0). Da alle weiteren
Experimente zur DDR in artifiziell verdandertem Chromatin in der Immunfluoreszenz
durchgefithrt wurden, wurde zusitzlich untersucht, ob diese Zunahme auch durch eine
erhohte Anzahl an yH2AX-Foci oder einem stirkeren Hintergrundsignal in der
Immunfluoreszenz nachzuweisen ist (Abbildung 2.6) und damit die weiteren Analysen

storen konnte.
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Hyperton 570 mOsm

C

Hyperton 750 mOsm

Abbildung 2.6. Keine yH2AX- und 53BP1-Focibildung in HelLa-Zellen durch Hypertonbehandlung.
Die Zellen wurden fiir 1 h in hyperosmolarem Medium mit 570 mOsm (b) oder 750 mOsm (c)
inkubiert, anschliefSend fixiert und mit indirekter Immunfluoreszenz yH2AX und 53BP1 als DNA-
Schadensmarker nachgewiesen. Die Z-Projektionen reprisentativer Zellkerne wurden auf 8-bit
normalisiert und in Galerien dargestellt. Es kommt zu keiner Zunahme der yH2AX- oder der 53BP1-
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Foci nach Behandlung mit 570 mOsm (b) oder mit 750 mOsm (c) Medium im Vergleich zur isotonen
Kontrolle (a).

Nach Behandlung der HeLa-Zellen fiir eine Stunde mit hypertonem Medium mit 570 oder
750 mOsm wurden die Zellen fixiert und mit indirekter Immunfluoreszenz yH2AX und
53BP1 als DNA-Schadensmarker nachgewiesen. Dargestellt sind Z-Projektionen von 3D
Mikroskopieaufnahmen, die anschliefSend auf 8-bit normalisiert wurden. Durch die
Normalisierung wird das 8-bit Spektrum der Grauwerte optimal ausgenutzt, der dunkelste
Punkt des Bildes bekommt den Wert ,,0 = schwarz® zugeordnet, der hellste Punkt den Wert
»255 = weif3“. Bei Mikroskopiedaten mit sehr schwachen Signalen kommt es hierbei zu
einer Verstirkung des Hintergrundsignals, welches auf allen in Abbildung 2.6 gezeigten
Bildern zu sehen ist. Es handelt sich dabei nicht um die Darstellung von
schadensinduzierten Foci. Gerade im direkten Vergleich mit den Bildern der isotonen
Kontrolle sieht man, dass es in der Immunfluoreszenz nach der Behandlung mit
hypertonem Medium zu keiner erkennbaren yH2AX-Fociinduktion kommt. Vergleichbare
optimale Belichtungszeiten fiir alle Bedingungen zeigen auch keinen Anstieg in der
allgemeinen Fluoreszenzintensitit nach Behandlung mit Hypertonie. Die hier gezeigten
Beobachtungen fiir HeLa-Zellen decken sich auch mit denen von U20S- und BJ-1-hTERT-
Zellen (Daten nicht gezeigt). Der deutlich erkennbare Anstieg der yH2AX-Menge im
Western-Blot schldgt sich nicht in einem Anstieg der Foci in der Immunfluoreszenz nieder,
so dass weitere Analysen zur Focibildung von DDR-Proteinen in ihrer Auswertung dadurch

nicht gestort werden.

Einfluss der verinderten Osmolaritit auf die Zellkernmorphologie und -
grofle

Der Einfluss der Hypo- und Hypertonbehandlung auf die Zellkernmorphologie ist in
Abbildung 2.7 dargestellt. Die Zellen wurden eine Stunde mit dem angegebenen Medium
inkubiert, anschliefend fixiert und die DNA mit DAPI gefirbt. Die beobachteten
Verianderungen decken sich fiir HeLa- und U20S-Zellen. Das hypotone Medium hat mit

dieser Methode keine sichtbaren Verdnderungen in der Chromatinstruktur zur Folge; die
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DNA ist, wie in der isotonen Kontrolle, relativ gleichmiafig, diffus im Zellkern verteilt;
Nucleoli treten in der Z-Projektion durch dariiber und darunterliegende DNA nur schwach
im Bild hervor. Nach Hypertonbehandlung, sowohl mit 570 mOsm als auch 750 mOsm,
sind die Verdnderungen sehr viel deutlicher. Die Zellkerne bekommen eine
unregelmafiigere Struktur, scheinen kleiner zu sein als die Zellkerne in der isotonen
Kontrolle und die Nucleoli heben sich deutlich schwarz von der Fluoreszenz des DAPI ab.
Das Chromatin ist in heller hervortretenden, kondensierten Bereichen sichtbar und die

dazwischenliegenden Interkompartimenthohlrdume sind vergrofiert (Albiez et al., 2006).

Hypoton Isoton Hyperton Hyperton

(140 mOsm) (290 mOsm) (570 mOsm) (750 mOsm)

HelLa

Hypoton Isoton Hyperton Hyperton
(140 mOsm) (570 mOsm) (750 mOsm)

U208

Abbildung 2.7. Verinderung der Zellkernmorphologie bei unterschiedlichen Osmolarititen in HeLa-
und UZ20S-Zellen. Dargestellt sind Z-Projektionen nach 3D-Mikroskopie von jeweils vier
exemplarischen, unbestrahiten Zellkernen, welche 1 h mit entsprechendem Medium inkubiert und
anschliefSend fixiert und mit DAPI eingefirbt wurden. Von links nach rechts aufsteigende
Osmolarititen: Hypoton (140 mOsm), Isoton (290 mOsm), Hyperton (570 mOsm) und Hyperton (750
mOsm). Eine hypoosmolare Behandlung fiihrt zu keiner hier sichtbaren Verinderung in der
Zellkernmorphologie. Mit hypertonem Medium inkubierte Zellen zeigen in beiden Zelllinien eine
deutliche Verinderung, die Zellkerne werden kleiner, die Form unregelmifsiger und die Nucleoli
treten deutlich sichtbar aus dem Chromatin hervor.

Fir die Quantifizierung dieses Effekts des hypertonen Mediums auf die Zellkerngrofie

wurde die Zellkernfliche anhand von Z-Projektionen aus 3D-Mikroskopiebildern
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ermittelt. Aufgrund der Lichtstreuung in andere Fokusebenen bei der Weitfeld-
Epifluoreszenzmikroskopie wurde von einer Messung des Zellkernvolumens abgesehen, da
in Z-Ebene die jeweilige Begrenzung des Zellkerns nicht klar erkennbar ist. Fir die

Zellkernflichenmessung wurde das Image]-Plugin ,,syncMeasure3D“verwendet.

Die aus dieser Auswertung gewonnenen Daten sind in Abbildung 2.8 fiir HeLa- und in

Abbildung 2.9 fiir U20S-Zellen dargestellt.

Veranderung der Zellkernflache bei
unterschiedlichen Medienbedingungen in Hela-
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Abbildung 2.8. Quantifizierung der Zellkernfliche von HeLa-Zellen in Immunfluoreszenzbildern. Die
Zellen wurden fiir 1 h mit verschieden osmolaren Medienbedingungen behandelt. Die Fixierung und
Immunfluoreszenzfirbung erfolgte nach 1 h. Die Quantifizierung erfolgte an Z-Projektionen von
3D-Mikroskopieaufnahmen mit ,sync measure 3D“ in ImageJ. Dargestellt sind die Mittelwerte und
der Fehler des Mittelwertes von durchschnittlich 50 ausgewerteten Zellkernen pro Datenpunkt aus
einem Experiment. Bei Hypotonie kommt es zu keiner Verdnderung der Zellkernflichen, bei
Hypertonie zu einer statistisch signifikanten (570 mOsm p-Wert = 0,0248; 750 mOsm p-Wert <
0,001) Abnahme der Zellkernfliche.

In HeLa-Zellen ldsst sich die in den Immunfluoreszenzbildern sichtbare Schrumpfung der
Zellkerne nach Behandlung mit hypertonem Medium quantifizieren. Sowohl fiir 570
mOsm (p-Wert = 0,0248), als auch fiir 750 mOsm (p-Wert < 0,001) ist die Abnahme

statistisch signifikant.
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Veranderung der Zellkernflache bei
unterschiedlichen Medienbedingungenin U20S-

Zellen
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Abbildung 2.9. Quantifizierung der Zellkernfliche von U20S-Zellen in Immunfluoreszenzbildern. Die
Zellen wurden fiir 1h mit verschieden osmolaren Medienbedingungen behandelt. Die Fixierung und
Immunfluoreszenzfirbung erfolgte nach 1 h. Die Quantifizierung erfolgte an Z-Projektionen von
3D-Mikroskopieaufnahmen mit ,sync measure 3D“ in ImageJ. Dargestellt sind die Mittelwerte und
der Fehler des Mittelwertes von durchschnittlich 50 ausgewerteten Zellkernen pro Datenpunkt aus
einem Experiment. Sowohl bei 140 mOsm (p-Wert = 0,0228), als auch bei 750 mOsm (p-Wert <
0,001) kommt es zu einer statistisch signifikanten Abnahme. Die Zunahme bei 570 mOsm ist nicht
signifikant.

U20S-Zellen zeigen ebenfalls bei 750 mOsm eine statistisch hoch signifikante (p-Wert <
0,001) Abnahme der Zellkernflidche. Im Gegensatz zu den HeLa-Zellen kommt es allerdings
auch bei der Behandlung mit hypotonem Medium zu einer leichten Schrumpfung, dafiir

bei 570 mOsm jedoch zu keiner signifikanten Verdnderung.

2.1.2 yH2AX-Focibildung in osmotisch verindertem Chromatin

vH2AX, die phosphorylierte Form der Histonvariante H2AX, ist ein zentraler Baustein
innerhalb der DNA-Reparatur und dient seit der Entdeckung in Zusammenhang mit DSB
(Rogakou et al., 1998) in vielen Untersuchungen als Doppelstrangbruchmarker. yH2AX
sollte auch in den hier in den im Folgenden vorgestellten Experimenten als Schadensmarker
verwendet werden. Da jedoch in der Literatur so widerspriichliche Angaben zu der
Ausbildung von yH2AX-Foci in Heterochromatinbereichen /hochkondensiertem
Chromatin zu finden sind, wurde zunidchst untersucht, inwiefern sich die durch

unterschiedliche Osmolarititen im Kulturmedium erreichten Kompaktierungsgrade des
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Chromatins auf die Bildung, Morphologie und Groéfie der yH2AX-Foci auswirken. Zur
Induktion von Doppelstrangbriichen wurden die Zellen mit Schwerionen (55 MeV
Kohlenstoff) bestrahlt. Hierfiir wurde ein Winkel von 10° von Austrittsnase zu Zellrasen

angesetzt, so dass es sich bei den Focispuren um Ionendurchginge einzelner Ionen handelt

(Abbildung 2.10).

a b

Zellkern

Zellkern

DDR-Foci

Abbildung 2.10. Schematische Darstellung der Bestrahlungsmodalitit. (a) Aufbau wihrend der
Bestrahlung, die auf einer Mylarfolie wachsenden Zellen werden in einem 10°-Winkel zum Strahl
positioniert, so dass die einzeln applizierten Ionen den Zellkern (lila) schrdg durchdringen. Dies fiihrt
zu einem in (b) dargestellten Bild bei der Mikroskopie. Die Ionendurchginge werden als Focispuren
(rot) sichtbar.

Fir alle Untersuchungen der DDR nach kiinstlicher Hyperkondensierung wurden die
Zellen 10 min vor der Bestrahlung dem Medium mit der verdnderten Osmolaritit
ausgesetzt. Dies fiihrt zu einer effektiven Hyperkondensierung, wobei der Effekt sehr
schnell einsetzt und innerhalb von einer Minute in allen Zellzyklusphasen zu beobachten
ist (Albiez et al., 2006, Breitkopf, 2007). Nach der Bestrahlung erfolgte ein weiterer

Medienwechsel, die Osmolaritdt wurde aber bis zur Fixierung beibehalten.

Focibildung und Morphologie

Die in Abbildung 2.11 dargestellten HeLa-Zellen wurden wie beschrieben mit dem Medium
der entsprechenden Osmolaritdt behandelt und in einem kleinen Winkel bestrahlt. Die
vH2AX-Signale, die sich linienférmig durch den Zellkern ziehen, spiegeln dabei die
einzelnen Ionendurchginge wider. Die Zellen wurden mit einem Epifluoreszenzmikroskop

3D mikroskopiert, wobei hier allerdings einzelne Schichtaufnahmen aus einer mittleren
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Zellkernebene in Galerien zusammengefasst sind. Die Bilder wurden mit vergleichbaren
Belichtungszeiten aufgenommen und die ausgeschnittenen Bilder zur besseren Darstellung

auf 8-bit normalisiert.

a

Hypoton 140 mOsm
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Hyperton 570 mOsm

Abbildung 2.11. yH2AX-Focibildung und -morphologie in HeLa-Zellen nach Schrigbestrahlung mit
Kohlenstoffionen und Behandlung mit unterschiedlichen Osmolarititen. Die Zellen wurden 10 min
vor der Bestrahlung an SNAKE dem Medium entsprechender Osmolaritit ausgesetzt und 1 h nach
der Bestrahlung fixiert. Anschliefend wurde mit indirekter Immunfluoreszenz yH2AX
nachgewiesen und die DNA mit DAPI gefirbt. Dargestellt ist eine mittlere Zellkernebene von jeweils
fiinf exemplarischen Zellkernen nach 3D-Mikroskopie. yH2AX-Foci werden unter allen
Medienbedingungen ausgebildet. Die Morphologie der Foci verindert sich nur leicht mit
ansteigender Osmolaritat.

Wie in Abbildung 2.11 gezeigt, findet die Phosphorylierung des H2AX unter allen
Medienbedingungen statt — sowohl im aufgelockerten, als auch im hyperkondensierten
Chromatin. Auch die Morphologie der Foci verdndert sich nur geringfiigig. Unter
hypotonen Bedingungen (Abbildung 2.11a) erscheinen die einzelnen Foci kaum
voneinander getrennt, der lonendurchgang wirkt diffus und ist nur an wenigen Stellen

optisch unterbrochen. Bei Isotonie (Abbildung 2.11b) sind die Foci klein und wie bei einer
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Perlenkette aufgereiht, aber meist klar voneinander getrennt. Mit weiter steigender
Osmolaritdt (Abbildung 2.11c und d) scheinen die Foci etwas gréfier zu werden, teilweise
werden auch die Abstinde grofier, andere lonendurchginge erscheinen hingegen wieder
eher durchgehend. Das hier exemplarisch fiir HeLa-Zellen gezeigte, lasst sich auch auf

U20S-Zellen iibertragen, wie auch in Abbildung 2.18 zu erkennen ist.

Zunahme des Focivolumens bei 750 mOsm

Um zu iberpriifen, ob sich der visuelle Eindruck der Zunahme des Focivolumens nach
Hypertonbehandlung quantifizieren lasst, wurden die Foci mittels des Programmes
FociPicker3D (Du et al., 2011) analysiert. Dieses Image]-Plugin ist in der Lage, sowohl nah
beieinanderliegende Foci, als auch Foci mit unterschiedlichen Intensititen zu erkennen
und zu unterscheiden. Die Auswertung erfolgte in 3D an Z-Stacks einzelner Zellkerne,
sowohl fiir HeLa- als auch fiir U20S-Zellen. Die Zellen wurden wie oben gezeigt mit

Schwerionen in einem 10°-Winkel schrig bestrahlt.

YH2AX-Focivolumen in HelLa-Zellen
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Abbildung 2.12. Mittelwert und Fehler des Mittelwertes des yH2AX-Focivolumens (in Voxeln) nach
Behandlung von HelLa-Zellen mit verschiedenen osmolaren Bedingungen und Bestrahlung mit
Kohlenstoffionen. Die Zellen wurden 10 min vor der Bestrahlung an SNAKE dem Medium
entsprechender Osmolaritit ausgesetzt und 1 h nach der Bestrahlung fixiert. Anschliefsend wurde
mit indirekter Inmunfluoreszenz yH2AX nachgewiesen. Die Auswertung von ca. 40 Zellkernen (ca.
500-800 Foci) pro Medienbedingung erfolgte mit dem FociPicker3D (Image]). Osmolarititen
zwischen 140 und 570 mOsm fithren zu keiner Beeinflussung des yH2AX-Focivolumens,
hyperosmolares Medium mit 750 mOsm fiihrt zu einer deutlichen Zunahme (p-Wert < 0,0001).
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vH2AX-Focivolumenin U20S-Zellen
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Abbildung 2.13. Mittelwert und Fehler des Mittelwertes des yH2AX-Focivolumens (in Voxeln) nach
Behandlung von U20S-Zellen unter verschiedenen osmolaren Bedingungen und Bestrahlung mit
Kohlenstoffionen. Die Zellen wurden 10 min vor der Bestrahlung an SNAKE dem Medium
entsprechender Osmolaritit ausgesetzt und 1 h nach der Bestrahlung fixiert und mit indirekter
Immunfluoreszenz yH2AX nachgewiesen. Die Auswertung von ca. 40 Zellkernen (ca. 500-800 Foci)
pro Medienbedingung erfolgte mit dem FociPicker3D (Imagej). In U20S-Zellen kommt es zu einer
signifikanten Abnahme des Focivolumens bei 140 mOsm (p-Wert = 0,0014) und einer Zunahme bei
750 mOsm (p-Wert < 0,001).

Wie in Abbildung 2.12 fiir die HeLa- und in Abbildung 2.13 fiir die U20S-Zellen gezeigt,
bleiben die Focigrofien in dem Osmolaritdtsbereich von 140 bis 570 mOsm relativ konstant.
In Medium mit 750 mOsm ist die Zunahme des Focivolumens jedoch deutlich, bei den
HeLa-Zellen sind die Foci 75% grofer als in der Kontrolle, bei den U20S-Zellen nehmen

die einzelnen Foci sogar mehr als das Doppelte des Volumens ein.

Focianzahl und Tracklidnge

Nicht nur im Focivolumen, auch in der Focianzahl kann eine Verdnderung in Abhangigkeit

der Medienbedingungen festgestellt werden (Abbildung 2.14 und Abbildung 2.15).
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YH2AX-Focianzahl in HeLa-Zellen
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Abbildung 2.14. Mittelwert und Fehler des Mittelwertes des yH2AX-Focianzahl nach Behandlung von
HelLa-Zellen mit verschiedenen osmolaren Bedingungen und Bestrahlung mit Kohlenstoffionen. Die
Zellen wurden 10 min vor der Bestrahlung an SNAKE dem Medium entsprechender Osmolaritit
ausgesetzt und 1 h nach der Bestrahlung fixiert. AnschlieSend wurde mit indirekter
Immunfluoreszenz yH2AX nachgewiesen. Die Zihlung der Foci aus ca. 40 Zellkernen pro
Medienbedingung erfolgte mit dem FociPicker3D (Imagej). Hypertonie fiihrt in HelLa-Zellen zu
einer deutlichen Reduktion der Focianzahl pro Zelle.
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Abbildung 2.15. Mittelwert und Fehler des Mittelwertes des yH2AX-Focianzahl nach Behandlung von
U20S-Zellen unter verschiedenen osmolaren Bedingungen und Bestrahlung mit Kohlenstoffionen.
Die Zellen wurden 10 min vor der Bestrahlung an SNAKE dem Medium entsprechender Osmolaritit
ausgesetzt und 1 h nach der Bestrahlung fixiert. AnschlieSend wurde mit indirekter
Immunfluoreszenz yH2AX nachgewiesen. Die Zihlung der Foci aus ca. 40 Zellkernen pro
Medienbedingung erfolgte mit dem FociPicker3D (Image]). Bei U20S-Zellen fiihrt die Zunahme der
Osmolaritit bis 570 mOsm zu einer Zunahme der Focianzahl, bei 750 mOsm finden sich genauso
viele Foci in der Zelle wie bei Hypotonie.
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Bei Hela ist eine deutliche Reduktion der Focianzahl unter hypertonen Bedingungen im
Vergleich zu isotonem und hypotonem Medium zu erkennen. Hier muss jedoch die Linge
der Ionenspur mit einbezogen werden, um mogliche Artefakte, wie eine deutlich verkiirzte
Trackldnge unter hypotonen Bedingungen auszuschliefSen. Deswegen ist in Abbildung2.16

die Normierung der Focianzahl in HeLa-Zellen auf 10 ym Tracklédnge dargestellt.
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Abbildung 2.16. yH2AX-Focianzahl pro 10 um Tracklinge bezogen auf die Mittelwerte der Focianzahl
nach Behandlung von HeLa-Zellen mit verschiedenen osmolaren Bedingungen und Bestrahlung mit
Kohlenstoffionen. Die durchschnittliche Tracklinge wurde mit Hilfe des FociPicker3D (Image])
bestimmt. Bei einer Normierung auf die Tracklinge sind in HeLa-Zellen keine Unterschiede in der
Focianzahl bei unterschiedlichen Medienbedingungen zu erkennen.

Bezieht man die durchschnittliche Focianzahl einer HeLa-Zelle auf die durchschnittliche
Trackldnge derselben Medienbedingung ist die beobachtete Abnahme der Focianzahl unter
hypertonen Bedingungen nivelliert. Die beobachtete Verdnderung in der Zellkernfliche
spiegelt sich in einer Verkiirzung der Tracklinge unter Hypertonie wider und damit auch

in der Focianzahl.

Bei U20S-Zellen ist der Effekt der Osmolaritit des Mediums, auch nach der Normierung
auf die Tracklange noch zu erkennen (Abbildung 2.17). Wird die durchschnittliche Anzahl
der Focianzahl auf 10 pm Tracklinge normiert, ist vor allem die Zunahme der Focianzahl

bei 570 mOsm immer noch deutlich sichtbar.
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YH2AX-Focianzahl pro 10 pm Trackldange in
U20S-Zellen
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Abbildung 2.17. yH2AX-Focianzahl pro 10 um Tracklinge bezogen auf die Mittelwerte der Focianzahl
nach Behandlung von U20S-Zellen unter verschiedenen osmolaren Bedingungen und Bestrahlung
mit Kohlenstoffionen. Die durchschnittliche Tracklinge wurde mit Hilfe des FociPicker3D (Image])
bestimmt. Bei einer Normierung auf die Tracklinge, ist in HeLa-Zellen eine Zunahme der Focianzahl
bei der Behandlung der Zellen mit 570 mOsm Medium zu erkennen.

2.1.3 Akkumulation anderer DDR-Reparaturfaktoren

2.1.3.1 TU20S-Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass YH2AX in jeder verwendeten Osmolaritit, auch bei
sehr starker Kompaktierung des Chromatins, als DNA-Schadensmarker verwendet werden
kann, kann die weiterfithrende Frage gestellt werden, wie andere an der Schadensantwort
beteiligte Proteine auf eine starke Chromatinkondensierung reagieren. Hierfiir wurde ein
Set von sieben Proteinen gewdhlt, die zu unterschiedlichen Zeiten an den Schadensort
rekrutiert werden und dort unterschiedliche Funktionen erfiillen. Mrell ist ein Teil des
MRN-Komplexes, der sich sehr frith in der DDR am Schaden einfindet und dort im
Komplex fiir die Rekrutierung und Aktivierung von ATM sorgt. Britl dient als Regulator
fir einen Chromatinremodellingkomplex, welcher auch schon sehr frith in der
Schadensprozessierung fiir eine lokale Auflockerung der Chromatinstruktur sorgen soll.
Mdcl bindet an yH2AX, wird durch ATM phosphoryliert und sorgt dann durch weitere
Rekrutierung von MRN und ATM fiir eine Signalamplifikation. Die Akkumulierung von
BRCA1 und des Mediatorproteins 53BP1 erfolgt im weiteren Verlauf der DNA-Reparatur.

Rad51 ist zum Schluss ein eher spiter Faktor der homologen Rekombination.
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In Abbildung 2.18 sind zunichst exemplarisch U20S-Zellen nach Schriagbestrahlung mit
Kohlenstoffionen dargestellt. Die Zellen wurden neben der isotonen Kontrolle je 10 min
vor Bestrahlung dem hypertonem Medium mit 570 und 750 mOsm ausgesetzt. Die
Fixierung der Zellen erfolgte 1 h nach Bestrahlung. In der oberen Reihe der Blocke sind
jeweils die yH2AX-Signale gezeigt, in der unteren die entsprechenden Signale eines
weiteren DDR-Faktors. Um eine Einheitlichkeit der Bildbearbeitung zu gewihrleisten,
wurden alle Bilder auf 8-bit normalisiert. Bei den Signalen in den Zellen ohne klar im DDR-
Signal widergespiegelten Ionendurchtritt, handelt es sich um das Hintergrundsignal,

welches durch die Normalisierung auf 8-bit hervorgehoben wird.
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Abbildung 2.18. Focibildung der DDR-Faktoren Britl, Mrell, Mdcl, pATM, 53BP1, BRCAI und Rad51
in U20S-Zellen nach Schrigbestrahlung mit Kohlenstoffionen an SNAKE. Die Zellen wurden 10 min
vor der Bestrahlung mit hypertonem Medium (570 oder 750 mOsm) behandelt und 1 h nach der
Bestrahlung bis zur Fixierung darin inkubiert. Dargestellt sind auf 8-bit normalisierte Z-Projektionen
von je 3 exemplarischen Zellen.

Wie man in der Galerie schon sehen kann, fithrt eine Behandlung mit 570 mOsm Medium
bei allen untersuchten Proteinen, bis auf Mdc1, zu einer Behinderung der Focibildung. Bei
750 mOsm akkumuliert keiner der untersuchten DDR-Faktoren mehr am durch yH2AX
dekorierten Schadensort. Fiir eine bessere Ubersicht und eine quantitative Aussage wurden
jeweils ca. 100 bis 300 Zellkerne fiir jede Medienbedingung auf die Kolokalisation zwischen
vH2AX und einem anderen Reparaturfaktor gepriift. Hierfiir wurden, separat in beiden
Kanilen, zum einen die Zellen gezdhlt, die klar durch die Ionendurchginge verursachte
vH2AX-Schiaden haben und zum anderen die Zellen, die ein korrespondierendes Signal
auch in dem jeweiligen DDR-Faktor zeigen. Die Ergebnisse finden sich in der

untenstehenden Tabelle (Tabelle 2.1).

Uu20Ss Isoton Hyperton | Hyperton
570 mOsm | 750 mOsm
Britl 100% 40+4,2% 0%
Mdc1 100% 100% 0%
Mrell 85,6% 73,4% 0%
pATM 100% 71+2,8% 0%
53BP1 100% 63+12,7% | 0%
BRCA1 100% 24+2,8% 0%
Rad51 61+21,2% |15+7,1% 0%
Tabelle 2.1. Prozentualer Anteil von U20S-Zellen, die nach einer Schriagbestrahlung und

Behandlung mit hypertonem Medium sowohl ein yH2AX, als auch ein untersuchtes anderes
Protein des DNA-Reparaturwegs akkumuliert an der Ionenspur aufweisen. Dargestellt sind die
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Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens zwei unabhingigen Experimenten von
jeweils ca. 100-300 Zellkernen, mit Ausnahme der Daten fiir Mrell, fiir die nur ein Experiment zur
Verfiigung stand. Bei einer Behandlung mit 570 mOsm sind Mrell, pATM, und 53BP1 leicht in
ihrer Akkumulation am Schadensort beeintrichtigt; bei Britl, BRCA1 und Rad51 fillt dieser Effekt
deutlicher aus. Bei 750 mOsm kommt es bei keinem der untersuchten Proteine zu einer
Kolokalisation mit yH2AX.

Bis auf Mrell und Rad51, ist bei allen Proteinen bei 290 mOsm eine hundertprozentige
Kolokalisation mit yH2AX zu beobachten. Das Immunfluoreszenzsignal des Mrell-
Antikorpers war sehr schwach mit einem hohen Hintergrundrauschen, so dass die
verminderte Korrelation unter isotonen Bedingungen wahrscheinlich an der Qualitit des
Antikorpers liegt, und keinen physiologischen Effekt widerspiegelt. Homologe
Rekombination mit Rad51 Nukleofilamentbildung ist auf S- und G2-Phasezellen
beschrinkt, was die verminderte Kolokalisation mit yH2AX erkldrt. Bei 750 mOsm ist
keines der untersuchten Proteine mehr in der Lage mit yH2AX zu kolokalisieren — ein

Ergebnis, das im weiteren Verlauf diskutiert werden soll.

Interessant ist bei den U20S-Zellen vor allem die mittlere Osmolaritdt mit 570 mOsm. Hier
kommt es bei fast allen Proteinen zu einer Beeintridchtigung in der Akkumulierung am
Schadensort — bei allen Proteinen bis auf Mdcl. Dies ist ein besonders interessantes
Ergebnis, da es nicht nur, zusammen mit der nur leichten Beeintrachtigung von Mrell, zu
der Theorie passt, dass die frithen Schritte der DNA-Schadensreparatur in
Heterochromatinbereichen stattfinden kénnen (Chiolo et al., 2011), sondern auch, weil es

hier Parallelen zu den publizierten Daten zur DNA-Reparatur wihrend der Mitose gibt.

2.1.3.2 Hela-Zellen

In Abbildung 2.19 und Tabelle 2.2 ist die gleiche Untersuchung fiir HeLa-Zellen dargestellt.
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Abbildung 2.19. Focibildung der DDR-Faktoren Mrell, Britl, Mdcl, pATM, 53BP1, BRCAI und Rad51
in HeLa-Zellen nach Schrigbestrahlung mit Kohlenstoffionen an SNAKE. Die Zellen wurden 10 min
vor der Bestrahlung mit hypertonem Medium (570 oder 750 mOsm) behandelt und 1 h nach der
Bestrahlung bis zur Fixierung darin inkubiert. Dargestellt sind auf 8-bit normalisierte Z-Projektionen
von jeweils drei exemplarischen Zellkernen. Eine Behandlung mit 570 mOsm Medium fiihrt nur bei
Mrell, Brit] und Rad51 zu einer Behinderung der Focibildung, bei 750 mOsm akkumuliert keines
der untersuchten DNA-Reparaturfaktoren mehr am durch yH2AX dekoriertem Schadensort.

Hela Isoton Hyperton | Hyperton
570 mOsm | 750 mOsm
Britl 100% 100% 0%
Mdcl1 100% 100% 0%
Mrell 100% 81% 0%
pATM 100% 100% 0%
53BP1 100% 100% 0%
BRCA1 100% 100% 0%
Rad51 81+7,1% | 9+1,4% 0%
Tabelle 2.2. Prozentualer Anteil von HeLa-Zellen, die nach einer Schrigbestrahlung und

Behandlung mit hypertonem Medium sowohl ein yH2AX, als auch ein untersuchtes anderes
Protein des DNA-Reparaturwegs akkumuliert an der Ionenspur aufweisen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils 100-300 Zellkernen aus mindestens zwei
unabhingigen Strahlzeiten. Bei einer Behandlung mit 570 mOsm ist Mrell leicht in seiner
Akkumulation am Schadensort beeintrichtigt, bei Rad51 fillt dieser Effekt deutlicher aus. Bei 750
mOsm kommt es bei keinem der untersuchten Proteine zu einer Kolokalisation mit yH2AX.

Wie man an den Ergebnissen deutlich sehen kann, bestehen zwischen U20S- und HeLa-Zellen
bei der Akkumulation von DNA-Reparaturfaktoren in hyperkondensiertem Chromatin grof3e
Unterschiede. Wihrend es bei den U20S-Zellen bei 570 mOsm zu einer starken Verdnderung
der Akkumulierung verschiedener Schadensfaktoren kommt, reagieren die HeLa-Zellen
deutlich weniger sensibel auf die artifizielle Hyperkondensierung. Bei 570 mOsm kommt es

nur bei Rad51 zu einer starken Behinderung in der Focibildung und einem schwachen Effekt
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bei Mrel 1, alle anderen untersuchten Proteine sind von der Hyperkondensierung unbeeinflusst

und zeigen eine normale Focibildung und eine klare Kolokalisation mit yH2AX.

Genauere Eingrenzung der kritischen Osmolaritit

Da die Reaktion der Zellen auf IR bei 570 und 750 mOsm so unterschiedlich ist und um zu
iiberpriifen, ob die HeLa-Zellen bei modulierter Hyperkondensierung ein dhnliches
Verhalten zeigen wie die U20S-Zellen, wurden Versuche mit weiteren Osmolarititen
durchgefithrt. Es wurde ein Bereich von 525 und 660 mOsm ausgewihlt und dieser in
insgesamt vier verschiedenen Osmolaritdten abgedeckt. Da aufgrund der durch Strahlzeiten
begrenzten experimentellen Kapazititen nicht alle sonst beobachteten Faktoren untersucht
werden konnten, wurden zwei aussagekriftige ausgewidhlt und diese mit beiden Zelllinien
getestet. Zum einen Mdcl, welches bei 570 mOsm bei beiden Zelllinien noch eine
vollstandige Korrelation mit yH2AX gezeigt hat und 53BP1, welches in HeLa-Zellen bei

dieser Osmolaritit nicht eingeschrinkt war, in den U20S-Zellen jedoch deutlich.

Verhaltnis Mdc1/yH2AX-Signal nach
Hypertonbehandlung
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Abbildung 2.20. Verhiltnis von Mdcl- zu yH2AX-Signalen in HelLa- und UZ20S-Zellen nach
Schrigbestrahlung der Zellen und aufsteigenden Osmolarititen. Sowohl in HeLa- als auch in U20S-
Zellen fiihrt eine erhéhte Osmolaritit von bis zu 570 mOsm zu keiner Beeintrichtigung der
Akkumulation von Mdcl an den mit yH2AX dekorierten DNA-Schadensorten. Bei 610 mOsm
lokalisieren nur noch 20% der yH2AX-Signale mit Mdcl. Ab einer Osmolaritit von 660 mOsm
kommt es zu keiner Akkumulation von Mdcl mehr an die Schadensorte.

Wie in Abbildung 2.20 zu sehen ist, verhidlt sich Mdcl, was seine Focibildung am

Schadensort angeht, bei allen Osmolarititen in den beiden Zelllinien gleich. Bei 525 und
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570 mOsm findet noch eine normale Akkumulierung statt, bei 610 mOsm scheint bereits
eine kritische Grenze iiberschritten zu sein. Hier kommt es zu einem starken Einbruch, nur
noch 20% der ausgewerteten Zellen zeigen noch eine Kolokalisation von yH2AX und Mdcl

—sowohl in Hela- als auch in U20S-Zellen.
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Abbildung 2.21. Verhiltnis von 53BP1- zu yH2AX-Signalen in HeLla- und UZ20S-Zellen nach
Schrigbestrahlung der Zellen und aufsteigenden Osmolarititen. In HeLa-Zellen kommt es wie bei
Mdcl auch bei 53BP1 bis zu einer Osmolaritit von 570 mOsm zu keiner Beeintrichtigung in der
Akkumulation am Schadensort. In U20S-Zellen kommt es hingegen zu einer sukzessiven Abnahme
der mit yH2AX kolokalisierenden 53BP1-Signale bei steigender Osmolaritit. Bei 610 mOsm kommt
es auch bei den HeLa-Zellen zu einer starken Reduktion, ab 660 mOsm findet in beiden Zelllinien
keine 53BP1 Akkumulierung mehr am DNA-Schadensort statt.

Wie bei den vorherigen Auswertungen schon beschrieben, verhilt sich 53BP1 in U20S-
und HelLa-Zellen unterschiedlich. Die U20S-Zellen reagieren deutlich sensibler auf eine
erhohte Osmolaritit und damit auf eine Hyperkondensierung des Chromatins. Man sieht
eine sukzessive Abnahme der Kolokalisation mit yH2AX bei steigender Osmolaritit. Auch
hier ist, wie fiir Mdc1 beobachtet, bei 660 mOsm die kritische Grenze uiberschritten, 53BP1
ist weder in HeLa, noch in U20S-Zellen in der Lage am Schadensort zu akkumulieren. Bei
den HeLa-Zellen ist auch fiir 53BP1 bei 610 mOsm wieder der Einbruch zu beobachten, bei
dem nur noch gut 20% der Zellen eine Kolokalisation zeigen. Bis 570 mOsm kommt es zu

keiner Einschriankung.
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Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die 570 mOsm gut gewahlt waren, da
sich hier sowohl Unterschiede in verschiedenen Zelllinien, als auch unterschiedlichen
DDR-Faktoren zeigen. Bei 610 mOsm scheint eine Grenze erreicht zu sein, bei der nur noch
wenige Zellen in der Lage sind, normal auf IR-Schidden zu reagieren und bei 660 mOsm

sind nur noch yH2AX-Foci detektierbar.

53BP1-Kinetik bei 570 mOsm in HeLa-Zellen

Da die HeLa-Zellen scheinbar so unempfindlich auf eine Hypertonbehandlung bis 570

mOsm reagieren, wurde eine weitere Charakterisierung vorgenommen.

Zunichst wurde untersucht, ob eine Hyperkondensierung des Chromatins einen Einfluss
auf die Rekrutierungskinetik von 53BP1 hat. Alle vorangegangenen Daten wurden eine
Stunde nach Bestrahlung angefertigt. Mit der in Abbildung 2.22 dargestellten Kinetik
wurde das Zeitfenster von 5 bis 40 min nach Bestrahlung abgedeckt, der Medienwechsel
erfolgte weiterhin jeweils 10 min vor der Bestrahlung. Kiirzere Zeitwerte nach Bestrahlung

sind aufgrund des technischen Setups nicht méglich.

40 min

5 min 10 min

Isoton .. .. .-

Hyperton .. -. ..
o .-

Abbildung 2.22. Nachweis von 53BP1I jeweils 5, 10, 20 und 40 min nach Schrigbestrahlung an SNAKE
in jeweils vier exemplarischen HeLa-Zellen. Die Behandlung mit 570 mOsm Medium erfolgte 10 min

vor Bestrahlung und jeweils bis zur Fixierung. Es kommt durch die Hypertonbehandlung zu keiner
in diesem Zeitfenster sichtbaren Verzégerung der 53BP1-Akkumulierung am Schadensort.
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Schon nach 5 min kommt es unter beiden untersuchten Bedingungen zu einer effektiven
Akkumulierung von 53BP1 am Schadensort. Es ist also in HeLa-Zellen, auch in der Kinetik
von 53BP1 kein Einfluss von 570 mOsm Medium auf die DNA-Schadensantwort zu

beobachten.

Hypertonbehandlung von HeLa-53BP1-EGFP-Zellen

Um einen Antikorperartifakt aufgrund des hypertonen Mediums und der
Hyperkondensierung auszuschlief3en, wurde ein Experiment mit HeLa-pMC16-53BP1-
EGFP-Zellen durchgefiihrt, welche stabil ein mit EGFP markiertes 53BP1 exprimieren
(Hable et al., 2012). Die Zellen wurden — wie in den anderen Experimenten zum Verhalten
der Zellen auf IR nach Hochsalzbehandlung — 10 min vor der Bestrahlung mit dem
entsprechend osmolarem Medium iiberschichtet und eine Stunde nach Bestrahlung fixiert.
In der Immunfluoreszenz wurde nur yH2AX nachgewiesen; das mikroskopisch

aufgenommene 53BP1-Signal stammt vom 53BP1-EGFP.
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Abbildung 2.23. 53BP1-EGFP-Signal nach Bestrahlung von HeLa-53BP1-EGFP-Zellen. Die Zellen
wurden 10 min vor der Bestrahlung mit hypertonem Medium (570 oder 750 mOsm) behandelt und
1 h nach der Bestrahlung bis zur Fixierung darin inkubiert. Dargestellt sind auf 8-bit normalisierte
Z-Projektionen. In der isotonen Kontrolle (a) sieht man eine klare Korrelation des 53BP1-EGFP und
den yH2AX-Signals. Hypertones Medium mit 570 mOsm (b) hat einen kleinen Effekt auf die
Focibildung, bei 750 mOsm (c) ist keine Akkumulation von 53BP1-EGFP am Schadenort mehr
erkennbar.

Eine quantitative Auswertung ergibt, dass in isotonem Medium 97% der 53BP1-Signale mit
einem yH2AX-Signal klar korrespondieren, bei hypertonem Medium mit 570 mOsm sind
es 91% und bei 750 mOsm ist keine Kolokalisation mehr zu beobachten. Da dieses Ergebnis
vergleichbar ist mit den oben beschriebenen Daten, die mittels sekundirer
Immunfluoreszenz gewonnen wurden, ist auszuschliefSen, dass es sich bei der Inhibierung
der Akkumulation der DDR-Faktoren bei hohen Osmolarititen um ein Antikérperartifakt

handelt.

Ausschluss von chromatingebundenem 53BP1 bei Hyperkondensierung

Wihrend der Erstellung dieser Arbeit wurde von van Vugt et al. (2010) von einem
Ausschluss von 53BP1 aus dem Chromatin wahrend der Mitose berichtet. Um mégliche
Parallelen zwischen der Reparatur wihrend der Mitose und der DNA-Reparatur in
artifiziell hyperkondensiertem Chromatin weiter zu charakterisieren, wurden HelLa-
53BP1-EGFP-Zellen in kleinem Winkel unter isotonen Bedingungen bestrahlt und fiir 30
min bei 37°C inkubiert, um eine Akkumulierung von 53BP1 am Schadensort zu
ermoglichen. AnschliefSend wurde die Osmolaritit des Mediums auf 750 mOsm erhoht. Die

Fixierung der Zellen erfolgte eine Stunde nach dem Medienwechsel.
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Abbildung 2.24. 53BP1-EGFP-Signal nach Osmolarititenwechsel von Isoton auf 750 mOsm Hyperton
30 min nach der Schrigbestrahlung der Zellen mit Schwerionen. Die Zellen wurden 1 h nach dem
Medienwechsel fixiert. Dargestellt sind auf 8-bit normalisierte Z-Projektionen.

Bei einem Osmolarititenwechsel nach der Bestrahlung scheint der Stress fiir die Zellen
noch grofser zu sein als bei einer DNA-Schiadigung unter hyperosmolaren Bedingungen.
Sowohl im yH2AX- als auch 53BP1-Signal sind Foci zu erkennen, die nicht durch die
Bestrahlung bedingt sind. yH2AX zeichnet immer noch die Ionenspur nach, 53BP1 zeigt
hier keine Korrelation. Es scheint also durchaus, wie bei der Mitose, bei artifizieller
Hyperkondensierung zu einem Ausschluss von am Schaden gebundenen 53BP1 zu
kommen, jedoch zu keinem vollstindigen, da 53BP1-Foci erkennbar sind. Allerdings
handelt es sich bei diesen Foci um 53BP1-Akkumulationen, die keine Kolokalisation mit

vH2AX aufweisen.

2.1.3.3 BJ-1-hTERT-Zellen

Zusitzlich zu HeLa- und U20S-Zellen, die beide tumords entartet sind, wurden einige der
Analysen mit B]-1-hTERT-Zellen durchgefiihrt. Es handelt sich hierbei um eine hTERT-

immortalisierte Fibroblastenzelllinie eines gesunden Spenders.

Exemplarisch wurde das Verhalten von Mdcl und 53BP1 unter hypertonen Bedingungen

untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 2.25 und Tabelle 2.3 zusammengefasst.
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Abbildung 2.25. Focibildung der DDR-Reparaturfaktoren Mdcl und 53BP1 in BJ]1-hTERT-Zellen nach
Schrigbestrahlung mit Kohlenstoffionen an SNAKE. Die Zellen wurden 10 min vor der Bestrahlung
mit hypertonem Medium (570 oder 750 mOsm) behandelt und 1 h nach der Bestrahlung bis zur
Fixierung darin inkubiert. Dargestellt sind auf 8-bit normalisierte Z-Projektionen. Eine Behandlung
mit 570 mOsm Medium fiihrt zu keiner signifikanten Behinderung der Foci-Bildung, 750 mOsm
Medium inhibiert die Akkumulation von 53BP1 und Mdcl am Schadensort.

Wie in den exemplarisch dargestellten Mikroskopiebildern zu erkennen, ist das Mdcl-
Signal sehr schwach und das Hintergrundsignal im Verhiltnis dazu sehr hoch, was die
Auswertung zusdtzlich erschwert. Aufgrund dieser Schwierigkeiten mit dem Antikérper
konnten keine ganz exakten Zahlen fiir die Zellen mit korrespondierendem Mdcl und
vH2AX-Signal ermittelt werden, was bei der Betrachtung der nachfolgenden Tabelle

beriicksichtigt werden muss.
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BJ1-hTERT Isoton Hyperton Hyperton

570 mOsm 750 mOsm
Mdcl 89,9+1,6% 79,1+11,7% 0%
53BP1 100% 90,7+5,4% 0%

Tabelle 2.3. Prozentualer Anteil von BJ]1-hTERT-Zellen die nach eine Schriagbestrahlung und
Behandlung mit hypertonem Medium sowohl ein yH2AX, als auch ein Mdcl bzw. 53BP1-Signal
akkumuliert an der Ionenspur aufweisen. Dargestellt sind die Mittelwerte und
Standardabweichungen von jeweils ca. 100 Zellkernen aus zwei unabhingigen Experimenten. Bei
einer Behandlung mit 570 mOsm sind sowohl Mdc1 als auch 53BP1 leicht in ihrer Akkumulation
am Schadensort beeintrachtigt. Bei 750 mOsm kommt es bei keinem der beiden Proteine zu einer
Kolokalisation mit yH2AX.

Dass Mdcl unter isotonen Bedingungen nicht zu 100% mit yH2AX kolokalisiert, ist
vermutlich auf die oben angesprochene schlechte Qualitit des Antikorpers
zuriickzufithren. Unter den gleichen Einschrinkungen muss man auch das Ergebnis bei
570 mOsm betrachten. Es scheinen bei 570 mOsm sowohl Mdcl1, als auch 53BP1, leicht in
ihrer Akkumulation am Schadensort beeintrachtigt zu sein. Dieser Effekt ist allerdings nur
sehr schwach ausgeprigt. Nach 750 mOsm ist das Ergebnis wieder deutlicher. Vergleichbar
mit HeLa- als auch U20S-Zellen sind Mdcl und 53BP1 bei BJ1-hTERT-Zellen nicht mehr

in der Lage am Schadensort zu akkumulieren.

2.1.4 Akkumulation verschiedener DDR-Faktoren unter hypotonen
Bedingungen

Neben der artifiziellen Hyperkondensation durch hypertones Medium wurde auch noch
der gegenteilige Effekt untersucht: eine Auflockerung der Chromatinstruktur durch
Hypotonie. Es wurden sowohl in HeLa- als auch in U20S-Zellen verschiedene DDR-
Faktoren auf ihr Akkumulationsverhalten nach Schadensinduktion durch IR untersucht.
Die untersuchten Proteine entsprechen denen, die auch nach Hypertonie beobachtet

wurden. Exemplarisch dargestellte Zellen, die unter hypotonen Medienbedingungen mit
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Schwerionen im kleinen Winkel bestrahlt wurden, sind in Abbildung 2.26

zusammengefasst.

HeLa-Zellen U20S-Zellen
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Abbildung 2.26. Focibildung der DDR-Faktoren Britl, Mdcl, pATM, 53BP1, BRCAI und Rad51 in
Hela- und U20S-Zellen nach Schrigbestrahlung mit Kohlenstoffionen an SNAKE. Die Zellen
wurden 10 min vor der Bestrahlung mit hypotonem Medium (140 mOsm) behandelt und 1 h nach
der Bestrahlung bis zur Fixierung darin inkubiert. Dargestellt sind auf 8-bit normalisierte Z-
Projektionen. Die Behandlung mit hypotonem Medium fiihrt nur bei Rad51 zu einer
Beeintrichtigung der Focibildung am Schadensort.

In den Bildern deutlich sichtbar ist, dass es nur bei Rad51 zu einer Beeintriachtigung der
Focibildung kommt. Bei Mdcl in HeLa-Zellen ist das Signal sehr schwach, was auf die
schlechte Qualitdt des in dieser Strahlzeit verwendeten Antikdrpers zuriickzufiihren ist,
wie auch schon in den Auswertungen zu den BJ1-hTERT-Zellen thematisiert. Die in
Tabelle 2.4 dargestellte quantitative Auswertung zeigt jedoch, dass es bei Mdc1 zu keinen

Einschrankungen in der Korrelation mit dem yH2AX-Signal kommt.

HeLa U20S

Isoton Hypoton | Isoton Hypoton
Britl 100% 100% 100% 100%
Mdcl 100% 100% 100% 100%
pATM 100% 100% 100% 100%
53BP1 100% 100% 100% 100%
BRCA1 100% 100% 100% 100%
Rad51 81+7,1% 51+1,4% 61+21,2% | 0%

Tabelle 2.4. Prozentualer Anteil von HeLa- und U20S-Zellen, die nach eine Schrigbestrahlung
und Behandlung mit hypotonem Medium sowohl ein yH2AX, als auch ein untersuchtes anderes
Protein des DNA-Reparaturwegs akkumuliert an der Ionenspur aufweisen. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von jeweils 100-300 Zellkernen aus mindestens zwei
unabhingigen Experimenten. Rad51 zeigt in beiden Zelllinien eine Beeintrichtigung der
Focibildung unter Hypotonie.
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Die Behandlung der Zellen mit hypotonem Medium fithrt nur bei Rad51 zu einer
Veranderung im Akkumulierungsverhalten am Schadensort. Wie auch bei den
Untersuchungen unter hyperkondensierten Bedingungen reagieren auch bei Hypotonie die
U20S-Zellen sensibler als die HeLa-Zellen, was sich allerdings nur bei Rad51 zeigt.
Ansonsten gibt es keinerlei Einschrinkungen in der Focibildung der DDR-Faktoren am

Schadensort.

2.2 Beeinflussung der Chromatinstruktur durch DNA-
Schadensinduktion

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Chromatinstruktur einen deutlichen Einfluss auf
die DNA-Schadensantwort nach Bestrahlung hat, soll im zweiten Teil untersucht werden,
welchen Einfluss eine DNA-Schiddigung durch Bestrahlung und eine darauffolgende

Schadensreparatur, auf die Chromatinstruktur hat.

Dass der DNA-Reparaturprozess einen Einfluss auf die Chromatinstruktur hat, wurde von
vielen verschiedenen Gruppen und fiir viele chromatinmodellierende Faktoren und PTM
beschrieben (z.B. Farrell et al., 2011; Lukas et al., 2011; Xu und Price et al., 2011; Friedl et
al., 2012; Miller und Jackson, 2012). Allerdings gab es bis jetzt kaum Screening-
Experimente, in denen verschiedene PTM untersucht worden wiren. Die Publikation von
Tjeertes et al. aus dem Jahr 2009 fasst diesen Gedanken auf, allerdings verwenden sie nur
eine einzige Zelllinie und die DNA-Schadensinduktion erfolgt nicht durch Bestrahlung.
Nachdem vorangegangene Untersuchungen gezeigt haben, wie unterschiedlich die
Reaktion auf einen Stimulus in verschiedenen Zelllinien ausfallen kann, war es fiir diese
Arbeit wichtig, nicht nur anhand einer Zelllinie ein Screening auf die Verdnderung von
verschiedenen PTM nach wunterschiedlichen Bestrahlungsdosen und Zeitwerten
durchzufiihren, sondern das dann auch mit einem kleineren Set an zu untersuchenden PTM

auf mehrere Zelllinien auszudehnen.

Um bei Unterschieden zwischen den Zelllinien einer zusétzlichen Fragestellung nachgehen
zu konnen, wurden fiir das Screening auf Verdnderungen in den PTM nach Bestrahlung

Zelllinien aus dem LUCY-Kollektiv verwendet. Hierbei handelt es sich um Epstein-Barr-
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Virus (EBV)-immortalisierte Lymphoblasten-Zelllinien, generiert aus Zellen von jungen
Lungenkrebspatienten (LUng Cancer of the Young), welche in einem Alter von 50 Jahren
oder jiinger den Krebs entwickelt haben (Sauter et al., 2008). Fiir Lungenkrebspatienten
wurde eine reduzierte DNA-Reparaturkapazitit beobachtet und gerade bei den jungen
Lungenkrebspatienten scheint dies durch genetische Faktoren begiinstigt zu sein (Rajaee-
Behbahani et al., 2001; Kreuzer et al., 1998). Aus diesem Grund wurden 120 dieser
Zelllinien ausgewdhlt, um ein Screening auf die individuelle Strahlenempfindlichkeit
durchzufithren (Guertler et al., 2011). Beruhend auf diesen Ergebnissen wurden fiir die
Untersuchungen der Verdnderungen in den PTM nach Bestrahlung Zelllinien gewéhlt, die
als besonders strahlenempfindlich bzw. strahlenunempfindlich identifiziert wurden. Dies
fihrt zu der Moglichkeit, die gewonnenen Ergebnisse mit der individuellen

Strahlenempfindlichkeit zu korrelieren.

2.2.3 Screening verschiedener Histonmodifikationen auf eine
Veranderung nach Bestrahlung

Zunichst wurde jedoch ein Screening mit einer Zelllinie durchgefiihrt, um optimale
Strahlungsdosen und Inkubationszeiten zu ermitteln und eine Vorauswahl an PTM zu
treffen, die sich nach Bestrahlung in ihrer globalen Menge verdndern. Hierfiir wurde eine
humane Kontrollzelllinie (HuKo) von einem gesunden ménnlichen Spender verwendet.
Wie bei den Zelllinien aus dem LUCY-Kollektiv handelt es sich hierbei um eine EBV-

immortalisierte lymphoblastoide Zelllinie (LCL).

Die Zelllinie wurde mit 0 Gy, 0,5 Gy, 2 Gy und 10 Gy bestrahlt und nach 15 min, 1 h oder
24 h wurden Gesamtzellextrakte gewonnen. Im Anschluss wurden sie mittels Western-Blot
auf die in Tabelle 2.5 aufgefiithrten posttranslationalen Histonmodifikationen getestet.
Hierbei handelt es sich sowohl um transkriptionell repressive, als auch aktivierende PTM,
da fiir beide eine Beteiligung in der DNA-Reparatur beschrieben ist. Zudem wurde,
abhingig von der Verfiigbarkeit geeigneter AntikOrper, darauf geachtet, ein breites

Spektrum an Methylierungen, Phosphorylierungen und Acetylierungen abzudecken.
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Um auch geringe Verdnderungen in den PTM mittels Western-Blot quantitativ
reproduzierbar nachweisen zu koénnen, wurde besonderes Augenmerk auf ein
standardisiertes Protokoll und eine gleichméfsige Beladung gelegt. Nur Western-Blots mit
einer Variation von maximal 20% in der Signalintensitit der Tubulin-Kontrollen sind in
die Auswertung eingegangen. Die gezeigten und auch zur quantitativen Auswertung
herangezogenen Tubulin-Kontrollen stammen immer von demselben Blot auf dem auch

die PTM nachgewiesen wurden.

PTM Beschriebene Funktion

yH2AX DNA-Reparatur (Rogakou et al., 1998)

H3S10p Aktivierung, Mitose (van Hooser et al., 1998)

H3K4me0 unmodifiziertes Lysin 4 an Histon 3

H3K4mel Aktivierung (Noma et al., 2001)

H3K4me2 Aktivierung (Liang et al., 2004)

H3K4me3 Aktivierung (Barski et al., 2007)

H3K9mel Aktivierung (Barski et al., 2007)

H3K9me2 Repression (Bannister et al., 2001)

H3K9me3 Repression (Bannister et al., 2001)

H3K27me3 Repression (Boyer et al., 2006)

H4K20mel Aktivierung (Talasz et al., 2005)

H4K20me?2 DNA-Reparatur (Sanders et al., 2004)

H4K20me3 Repression (Schotta et al., 2004)

H3K9ac Aktivierung, DNA-Reparatur (Nishida et al., 2006)

H3K56ac Aktivierung, DNA-Reparatur (Vempati et al., 2010)

H4K5ac Aktivierung, DNA-Reparatur (Wang et al., 2008)

H4K16ac Aktivierung, DNA-Reparatur (Wang et al., 2008)
Tabelle 2.5.  Fiir das Screening mit LCL-HuKo verwendete PTM und ihr Einfluss auf die

Transkription, als auch weitere bekannte Funktionen.
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Im Folgenden sind in Form der Western-Blot Chemilumineszenzbilder, Tabellen oder Graphen,
gruppiert nach Art der Modifikation, die Ergebnisse dieses Screenings dargestellt. Da sich
gezeigt hat, dass die Dosis von 0,5 Gy zu gering ist, um in unserem System eine Verdnderung
zu sehen, werden nur die Ergebnisse fiir 0 Gy, 2 Gy und 10 Gy, 15 min, 1 h und 24 h nach
Bestrahlung dargestellt.

15 min 1h 24 h
0 2 10 0 2 10 0 2 10

s e e H3K4 unmodified

SRR BN AR ERERES  3K4me1

—————— (" === Tubulin alpha

SO0 SN S S B B e e = H3K4me2

————— | = TUbUlIN alpha

— . — — O— — e H3K4me3

—— —| — —— e w—w— Tybulin alpha

Abbildung 2.27. Abnahme der H3K4me3-Menge nach Bestrahlung, kein Effekt bei den anderen
Methylierungsstatus von H3K4. Western-Blots von Gesamtzellextrakten aus EBV-immortalisierten
menschlichen Fibroblasten (LCL-HuKo). Die Zellen wurden mit 2 Gy oder 10 Gy bestrahlt und nach
Inkubationszeiten von 15 min, 1 h oder 24 h nach Bestrahlung geerntet. Tubulin alpha wurde
verwendet, um die GleichméfSigkeit der Beladung nachzuweisen.

H3K4 H3K4me H3K4me2 H3K4me3

unmodified

MW+SEM | n | MW+SEM |n | MW+SEM n | MW+SEM |n

0 Gy 15 min 100 2 | 100 4 1100 6 | 100 7

2Gy15min | 95,8+9,2 2 11052+7,2 |4 |96,1=+25 6 |100,9+158 |7

10 Gy 15 min | 86,8 +0,7** |2 |1049+12,8 |3 |96,6+7,6 4 184,7+7,1 5

0Gy1lh 100 2 1100 6 | 100 8 | 100 9
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2Gy1lh 96,3 + 2,7 95,7+ 1,3 109,7 +5,6 87,2 £ 3,5
10Gy1lh 102,1 £ 0,5 106,4 + 8,7 105,2 +12,6 82,7 + 2,2%*
0Gy24h 100 100 100 100
2Gy24h 107,5 + 5,5 97,1 +54 93,0+7,8 95,8 +4,8
10Gy24h 117,8 £ 2,7* 118,9 + 10,8 103,8 + 10,2 82,0 +7,5*
Tabelle 2.6.  Quantifizierung der Histonmethylierungslevel von H3K4 im Western-Blot. Die

Proteinmenge der untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha)
und die unbestrahlte Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der
Mittelwertfehler (SEM) von zwei bis drei unabhingigen Experimenten und der angegebenen
Anzahl an Blots (n). Sternchen markieren nach dem t-Test statistisch signifikante Verdnderungen
gegentiber der unbestrahiten Kontrolle. Die trimethylierte Form von H3K4 zeigt eine Abnahme
nach Bestrahlung, insbesondere nach einer Dosis von 10 Gy an jedem untersuchten Zeitpunkt.
Beim unmodifiziertem H3K4 kommt es nach 15 min zu einer Abnahme und nach 24 h zu einer
Zunahme, jeweils nach einer Dosis von 10 Gy.

Es wurden alle Methylierungsstufen von Lysin 4 an Histon 3 untersucht, von
unmethyliertem H3K4 bis dreifach methyliertem H3K4me3. Wie in Abbildung 2.27 und
Tabelle 2.6 zu sehen ist, kommt es bei der trimethylierten Form zu einer stabilen Abnahme
nach Bestrahlung. Die p-Werte fiir alle statistisch signifikanten Verdnderungen des LCL-
HuKo-Screenings finden sich in Anhang 2. In Abbildung 2.28 ist wie in der Tabelle zu
sehen, dass bei einer Dosis von 10 Gy nicht nur nach 24 h, sondern auch schon nach 1 h
und 15 min eine reproduzierbare Reduktion der H3K4me3 Menge in der Zelle zu messen
ist. Dies konnte in unserer Arbeitsgruppe bereits fiir HeLa-Zellen, sowohl global, als auch
lokal, gezeigt werden (Seiler et al., 2011). Die Auswertung des unmethylierten H3K4 fiihrt
zu uneinheitlichen Ergebnissen. Hier kommt es nach einer Bestrahlung mit 10 Gy zunéchst

zu einer transienten Abnahme 15 Minuten nach Bestrahlung, gefolgt von einer Zunahme

nach 24 h.
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Abbildung 2.28. Quantifizierung von H3K4me3 im Western-Blot. Die Proteinmenge der untersuchten
Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha) und die unbestrahlte Kontrolle
normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der Mittelwertfehler (SEM) von zwei bis drei
unabhingigen Experimenten und der angegebenen Anzahl an Blots (n). Sternchen markieren nach
dem t-Test statistisch signifikante Verinderungen gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle. H3K4me3
nimmt nach Bestrahlung um 10% bis 20% bei allen untersuchten Zeitwerten und nahezu allen Dosen

ab.

Bei H3K9 kommt es, wie in Abbildung 2.29 und Tabelle 2.7 zu sehen, nur bei H3K9me3 zu
einer transienten Reduktion, wobei eine statistische Signifikanz nur eine Stunde nach
Bestrahlung mit 2 Gy nachgewiesen werden konnte. H3K9mel und H3K9me2 zeigen keine

Verdnderung nach Bestrahlung.

15 min 1h 24 h
0o 2 10 0 2 10 0 2 10

- ome

- e e e H3K9me2
— — — — — — Tubulin alpha

S R A R S SRR R e M LI3KOmMe3
———|——— = == Tubulin alpha
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Abbildung 2.29. Keine Verinderung im Methylierungsstatus von H3K9 nach Bestrahlung. Western-
Blots von Gesamtzellextrakten aus EBV-immortalisierten menschlichen Fibroblasten (LCL-HuKo).
Die Zellen wurden mit 2 Gy oder 10 Gy bestrahlt und nach Inkubationszeiten von 15 min, 1 h oder
24 h nach Bestrahlung geerntet. Tubulin alpha wurde verwendet, um die Gleichméf3igkeit der
Beladung nachzuweisen.

H3K9me H3K9me?2 H3K9me3

MW+SEM |n | MW+SEM n | MW+SEM n

0 Gy 15 min 100 2 | 100 4 1100 7

2Gy 15min | 96,1 +6,6 2 [111,2+10,0 |4 |92,7+7,1 7

10Gy 15min |93,3+179 |2 |115,7+8,1 |2 |859+115 5

0Gylh 100 2 | 100 4 1100 7
2Gylh 107,1£39 |2 |857+85 4 1832+53" 7
10Gy1lh 106,1+7,3 |2 |100,3+5,7 |2 |98,2+6,1 4
0Gy24h 100 2 | 100 2 | 100 5
2Gy24h 909+10,0 |2 [102,1+183 |2 |91,9+5,1 5

10Gy24h 80,2+11,7 |2 |100,2+9,2 |2 |93,8+4,.2 5

Tabelle 2.7. Quantifizierung der Histonmethylierungslevel von H3K9 im Western-Blot. Die
Proteinmenge der untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha)
und die unbestrahlite Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der
Mittelwertfehler (SEM) von zwei bis drei unabhéingigen Experimenten und der angegebenen
Anzahl an Blots (n). Die Level von methyliertem H3K9mel und H3K9meZ2 verindern sich nach
Bestrahlung nicht. Bei H3K9me3 kann eine transiente Abnahme beobachtet werden, welche nur
nach 1 h und einer Dosis von 2 Gy Signifikanz erreicht.

Sehr &dhnlich ist dies beim Lysin 20 des Histons 4. Ebenso wie bei H3K9 ist hier die
Monomethylierung mit aktiv transkribiertem Chromatin assoziiert und die Trimethylierung mit
inaktivem. Es ldsst sich bei keiner untersuchten Dosis und bei keinem Zeitwert eine

Veridnderung im Methylierungsmuster feststellen (Abbildung 2.30, Tabelle 2.8).
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Abbildung 2.30. Keine Verinderung im Methylierungsstatus von H4K20 nach Bestrahlung. Western-
Blots von Gesamtzellextrakten aus EBV-immortalisierten menschlichen Fibroblasten (LCL-HuKo).
Die Zellen wurden mit 2 Gy oder 10 Gy bestrahlt und nach Inkubationszeiten von 15 min, 1 h oder
24 h nach Bestrahlung geerntet. Tubulin alpha wurde verwendet, um die Gleichméiflsigkeit der

Beladung nachzuweisen.

H4K20me H4K20me?2 H4K20me3
MW+SEM MW+SEM MW+SEM
0 Gy 15min | 100 100 100
2 Gy 15min | 97,8 + 14,2 95,7 + 3,7 95,2+6,9
10 Gy 15min | 98,9 + 9,4 89,8 +7,3 85,3 +12,8
0 Gy 1h 100 100 100
2Gy 1h 106,7 + 6,7 100,5 £ 5,0 101,3 + 4,7
10 Gy 1h 108,7 + 8,8 98,8 +4,7 99,9 + 6,0
0 Gy 24h 100 100 100
2 Gy 24h 98,0 + 10,7 98,2 +12,1 99,1 +2,6
10 Gy 24h 90,6 + 6,8 79,5 + 15,2 100,8 + 6,3
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Tabelle 2.8. Quantifizierung der Histonmethylierungslevel von H4K20 im Western-Blot. Die
Proteinmenge der untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha)
und die unbestrahlte Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der
Mittelwertfehler (SEM) von zwei bis drei unabhéingigen Experimenten und der angegebenen
Anzahl an Blots (n). Die Level von methyliertem H4K20 verindern sich nach Bestrahlung nicht.

Wie in Abbildung 2.31 zu sehen ist, kommt es anders als bei Tjeertes et al., 2009
beschrieben, in LCL-HuKo auch nach 24 h zu keiner Abnahme von phosphoryliertem
H3S10. H3510 wird vor allem wihrend der Mitose stark phosphoryliert und trégt zur
Kompaktierung des Chromatins bei (van Hooser et al., 1998). Eine Verschiebung im
Phosphorylierungsmuster von H3510 nach Bestrahlung ist mehr auf einen Zellzyklusarrest
zuriickzufiihren, als auf eine direkte Beteiligung an der DNA-Reparatur (Tjeertes et al.,

2009).

Auch die von O'Hagan et al., 2008 publizierte Zunahme des mit stillgelegtem Chromatin
assoziiertem H3K27me3 konnte in diesen Experimenten in den LCL-HuKo auf globaler
Ebene nicht bestitigt werden.

15 min 1h 24 h
0 2 10 0 2 10 0 2 10

— -— YH2AX
———— — —|— = Tybulin alpha

RS H3K27Tme3
——— — — — - Tubulin alpha

A% SN S A S S e e e H3S10p
- v - - v Tubulin alpha

Abbildung 2.31. Keine Verinderung von H3K27me3 und H3S10p nach Bestrahlung, deutliche Zunahme
von yH2AX. Western-Blots von Gesamtzellextrakten aus EBV-immortalisierten menschlichen
Fibroblasten (LCL-HuKo). Die Zellen wurden mit 2 Gy oder 10 Gy bestrahlt und nach
Inkubationszeiten von 15 min, 1 h oder 24 h nach Bestrahlung geerntet. Tubulin alpha wurde
verwendet, um die GleichmaifSigkeit der Beladung nachzuweisen. Bei yH2AX zeigt sich eine dosis-
und zeitabhingige Zunahme nach Bestrahlung.
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In Tabelle 2.9 sind sowohl die Werte der Quantifizierung von H3K27me3 und H3S10p, als
auch die Zunahme von yH2AX nach Bestrahlung angegeben. Man sieht zu allen

Fixierungszeitwerten eine dosisabhingige Zunahme von yH2AX nach Bestrahlung.

yH2AX H3K27me3 H3S10p

MW MW-+SEM MW-+SEM
0Gy 15min | 100,0 100 100
2Gy 15min | 148,7 96,4 +29 104,5+5,5
10 Gy 15 min | 462,2 92,0+2,9 108,4 + 14,1
0Gylh 100,0 100 100
2Gy1lh 151,1 98,0 +1,7 98,9 + 8,1
10Gy1lh 409,3 101,4 +5,9 101,7 + 8,9
0Gy24h 100,0 100 100
2Gy24h 115,2 98,7 + 6,5 96,6 + 4,2
10Gy24h 136,2 104,8 +7,3 110,4 + 18,2

Tabelle 2.9. Quantifizierung der yH2AX-, H3K27me3- und H3510p-Level im Western-Blot. Die

Proteinmenge der untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha)
und die unbestrahlite Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der
Mittelwertfehler (SEM) von zwei bis drei unabhingigen Experimenten und der angegebenen
Anzahl an Blots (n). yH2AX zeigt eine dosisabhingige Zunahme nach Bestrahlung. 24 h nach
Bestrahlung ist nur noch ein leichter Anstieg im Vergleich zur unbestrahilten Kontrolle zu
beobachten. Die Trimethylierung von H3K27 und die Phosphorylierung von H3S10 veridndern sich
in ihrer globalen Menge nach Bestrahlung nicht.

Wie in Abbildung 2.32 und vor allem Tabelle 2.10 zu sehen ist, konnte bei allen untersuchten
Acetylierungen eine globale Deacetylierung nach Bestrahlung nachgewiesen werden. Die

Sternchen markieren dabei nach dem t-Test statistisch signifikante Verdnderungen (Anhang 2).
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Abbildung 2.32. Abnahme des globalen Acetylierungslevels von H3K9ac, H3K56ac, H4K5ac und
Western-Blots von Gesamtzellextrakten aus EBV-immortalisierten menschlichen
Fibroblasten (LCL-HuKo). Die Zellen wurden mit 2 Gy oder 10 Gy bestrahlt und nach
Inkubationszeiten von 15 min, 1 h oder 24 h nach Bestrahlung geerntet. Tubulin alpha wurde

H4K16ac.

verwendet, um die GleichmafSigkeit der Beladung nachzuweisen.

H3K9ac H3K56ac H4K5ac H4K16ac
MW+SEM n | MW+SEM n | MW+SEM n | MW+SEM n
0 Gy 15min 100 100 100 100
2 Gy 15min 102,6 £4,7 | 6 102,7+59 | 6 105,3+13,0 | 6 86,5+5,0% | 4
10 Gy 15min | 89,4 £2,9** | 4 80,8+9,8 | 4 88,0+214 4 90,1+7,6 |3
0 Gy 1h 100 100 100 100
2 Gy 1h 94,6 +5,8 | 6 75,7+£6,5%* | 6| 72,9+2,9*%** |6 83,2+10,2 | 4
10 Gy 1h 87,7+5,0% | 5 79,1+£5,3** | 6 95,1+59 |5 84,1+10,6 | 4
0 Gy 24h 100 100 100 100
2 Gy 24h 95,9+5,9 |5 82,3+5,8*% |5 81,3+£5,0%* | 5 81,0+£3,4** | 4
10 Gy 24h 94,5+5,3 |5 68,6 £4,8*** | 5 76,3+12,0 |5 87,8+6,5|4
Tabelle 2.10.  Quantifizierung der Histonacetylierungslevel im Western-Blot. Die Proteinmenge der

untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha) und die unbestrahlite
Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der Mittelwertfehler (SEM) von zwei
bis drei unabhingigen Experimenten und der angegebenen Anzahl an Blots (n). Sternchen markieren

nach dem t-Test statistisch signifikante Verdnderungen gegeniiber der unbestrahlten Kontrolle. Die
Level von H3K56ac, H4K5ac und H4K16ac zeigen nach Bestrahlung eine globale Abnahme von 15%-
30% nach allen untersuchten Zeitpunkten und nahezu allen Dosen. Bei H3K9ac kommt es nur zu

einer sehr schwachen, nicht signifikanten Abnahme.
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Die Verinderungen fiir H3K9ac fallen geringer aus, als die der anderen untersuchten
Acetylierungen, sind aber fiir die kiirzeren Zeitrdume von 15 min und 1 h nach einer
Bestrahlung mit 10 Gy signifikant. Fiir H3K56ac konnte eine deutliche Deacetylierung nach
1 hund 24 h und beiden Dosen nachgewiesen werden. Ahnlich ist das Ergebnis fiir H4K5ac,
allerdings konnte nur fiir 2 Gy nach 1 h und 24 h eine Signifikanz gezeigt werden. Bei
H4K16ac sieht man in den Zahlenwerten eine Deacetylierung als Antwort auf Bestrahlung
fiir alle Zeitwerte und Dosen, allerdings sind nur die Werte nach 2 Gy und 15 min und 2

Gy und 24 h signifikant.

Die grofiten Verdnderungen im PTM-Muster nach Bestrahlung sind in den Acetylierungen zu
beobachten. Die Ergebnisse in der Literatur sind dabei sehr widerspriichlich. Fiir H4 werden
vor allem Hyperacetylierungen beschrieben, fiir H4KSac jedoch auch eine globale
Deacetylierung, allerdings abhidngig vom schadensinduzierendem Agenz (Xu and Price, 2011;
Tjeertes et al., 2009). Bei H4K16ac wurde lokal sogar erst eine Abnahme und zwei Stunden
nach Bestrahlung eine Zunahme der Acetylierung beobachtet (Miller et al., 2010). Das gilt
ebenso fiir die Acetylierungen am Histon 3. Fiir H3K56ac wurde sowohl eine Zunahme (Das et
al., 2009; Vempati et al., 2010), als auch eine Abnahme (Tjeertes et al., 2009; Yang et al., 2009;
Miller et al., 2010) publiziert. Tjeertes et al. haben 2009 in ihrem Screening ebenfalls eine
Abnahme bei H3K9ac beobachten konnen. Diese Ergebnisse wurden allerdings durch neueste
Ergebnisse von Drogaris et al., 2012 in Frage gestellt, da sie eine Kreuzreaktion von diversen
kommerziell erhéltlichen Antikorpern gegen H3K56ac mit H3K9ac gefunden haben, was die
Beobachtung eines dhnlichen Verhaltens dieser beiden PTM in anderen Studien ebenso erkldren
konnte wie tatsidchliche Effekte der DNA-Schidigung bzw. der Reparatur. Andere Autoren
(Egelhofer et al., 2011) und auch eigene Ergebnisse (sieche Kapitel 4.8 und Anhang 4), konnten
eine allgemeine Kreuzreaktion der kommerziell erhéltlichen H3K56ac-Antikorper jedoch nicht
bestitigen. Auch fiir die anderen verwendeten Histon-Acetyl-Antikdrper konnte keine

Kreuzreaktivitit mit den anderen Acetylierungen festgestellt werden (Anhang 4).
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Zusammenfassung Screening LCL-HuKo

Aus den gezeigten Ergebnissen ergibt sich die in Tabelle 2.11 dargestellte Zusammenfassung

der strahleninduzierten Verdnderungen in den PTM in LCL-HuKo.

Protein 15 min 15 min 1h 1h 24h 24h

2 10Gy |2 2

—
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<
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H3K4 unm.
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H3K9me2
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Tabelle 2.11. Strahleninduzierte globale Effekte in verschiedenen PTM in LCL-HuKo.
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Bis auf yH2AX, welches nach Bestrahlung eine klare Zunahme zeigt, kommt es bei den
anderen untersuchten PTM fast ausschliefilich zu einer Abnahme. Die einzige Ausnahme
stellt hierbei das unmethylierte H3K4 24 h nach einer Bestrahlung mit 10 Gy dar. Zusitzlich
kann man feststellen, dass es sich bei den meisten Verinderungen um PTM handelt, die mit

aktiv transkribierten Chromatinregionen assoziiert sind.

Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurde ein Set von PTM ausgewihlt, welche fiir die
weiteren Analysen mit den Zelllinien aus dem LUCY-Kollektiv verwendet wurden. Neben
den fiinf posttranslationalen Histonmodifikationen yH2AX, H3K4me3, H3K56ac, H4K5ac
und H4K16ac, welche in diesem Screening eine Verdnderung nach Bestrahlung gezeigt
haben, wurden auch H3K27me3 und H3K4me?2 in die weiterfithrenden Untersuchungen
mit einbezogen. H3K27me3 wurde gewihlt, da von verschiedenen Autoren (O "Hagan et
al.,, 2008; Chou et al., 2010) eine Zunahme des repressiven Markers nach Bestrahlung
beschrieben wurde. H3K4me?2 ist aus mechanistischer Sicht, aufgrund des Verlustes von
H3K4me3, interessant. Falls es sich hierbei um eine schrittweise Demethylierung handelt,
konnte sich dies auch in einer Verdnderung der H3K4me2-Menge in der Zelle bemerkbar

machen.

2.2.4 Abhingigkeit der Verdnderung im PTM-Muster von der
Strahlensensitivitit der Zelllinie

In den weiteren Untersuchungen wurde zum einen der Frage nachgegangen, ob die bei den
LCL-HuKo beobachteten strahleninduzierten Verdnderungen in den PTM auch in anderen
Zelllinien desselben Zelltyps auftreten, als auch zum anderen der Frage, ob es eine
Korrelation zwischen den Veridnderungen im PTM-Muster nach Bestrahlung und der

Strahlensensitivitit einer Zelllinie gibt.

Hierfiir wurden Zellen des LUCY-Kollektivs verwendet, welche zuvor hinsichtlich ihrer
Strahlensensitivitit auf Ebene der Koloniebildefahigkeit kategorisiert wurden (Guertler et
al., 2011). Fir die Beurteilung der Strahlensensitivitit wurde als besonders

strahlenempfindliche Kontrolle eine Zelllinie eines AT-Patienten verwendet, als
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strahlenunempfindlich galt sein gesunder Bruder. Diese beiden Zelllinien wurden auch in

die Analysen der PTM mit einbezogen.

Zunichst sind in Abbildung 2.33 die Ergebnisse des Screenings fiir yH2AX dargestellt. Auf
der linken Seite sind die strahlensensitiven Zelllinien aufgefiihrt, auf der rechten die
strahlenresistenten. Deutlich zu beobachten, ist die schwichere Phosphorylierung des
H2AX nach Bestrahlung in der Zelllinie des AT-Patienten. Wie man in Tabelle 2.12 sehen
kann, ist der Grad der Phosphorylierung von Zelllinie zu Zelllinie unterschiedlich und wie

prominent yH2AX nach 24 h noch in der Zelle ist.

yH2AX
strahlensensitiv strahlenresistent
1h 24 h 1h 24 h
0Gy 10Gy 0Gy 10Gy 0Gy 100Gy O0Gy 10Gy
—— | —
AT-Patient AT-Bruder
—— | —
4008-200 4064-200
———— e ae— S—
— —— ——— -
4028-200 20037-200

e
4060-200

U e —
36011-200

Abbildung 2.33. Zunahme der globalen yH2AX-Menge nach Bestrahlung in strahlensensitiven und
strahlenresistenten Zelllinien. Western-Blots von Gesamtzellextrakten. Die Zellen wurden mit 10
Gy bestrahlt und nach Inkubationszeiten von 1 h oder 24 h geerntet. In der jeweils oberen Zeile ist
yH2AX nachgewiesen, in der darunterliegenden Tubulin alpha, um die Gleichmifiigkeit der
Beladung nachzuweisen.
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yH2AX 1h 24h

10 Gy 10 Gy

MW+SEM n | MW+SEM n

AT-Patient 1935+34,1 (4 [117,3+6,6 4

4008-200 193,0 £9,7 2 |120,4+483 |2
4028-200 504,1 1 |1144 1
4060-200 4243 +88,3 |3 |[1494+226 |3
36011-200 281,6 1 1522 1

AT-Bruder 369,7+77,1 |4 |145,0+21,2 |4

4064-200 374,0 £109,2 |2 |232,8+101,3 |2

20037-200 266,0+66,3 |3 |1354+148 |3

Tabelle 2.12. Quantifizierung der relativen yH2AX-Menge im Western-Blot. Die Proteinmenge der
untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha) und die
unbestrahlte Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der Fehler des
Mittelwertes (SEM) von zwei unabhingigen Experimenten und der angegebenen Anzahl an Blots
(n). yH2AX nimmt in allen untersuchten Zelllinien zu, nach 1 h ist der Effekt noch deutlich
ausgeprégter als nach 24 h. Es ist weder bei 1 h, noch bei 24 h in der Stirke der Zunahme eine
Korrelation mit der Strahlensensitivitit erkennbar.

Es ist keine klare Korrelation zwischen der Strahlenempfindlichkeit und der Stirke des
H2AX Phosphorylierung oder der Persistenz des Signals nach 24 h zu erkennen. Fast alle
Zelllinien zeigen 24 h nach Bestrahlung eine dhnliche Menge an yH2AX, ungeachtet der

Starke der Phosphorylierung, die nach 1 h zu messen war.

Bei den beiden untersuchten Methylierungsstufen von H3K4 zeigt sich ein stirkerer
Zusammenhang mit der Strahlensensitivitit der Zelllinien. Wie in Abbildung 2.34 und
Tabelle 2.13 fiir H3K4me2 und in Abbildung 2.35 und Tabelle 2.14 fiir H3K4me3
dargestellt, zeigen die strahlensensitiven Zelllinien aus dem LUCY-Kollektiv (blau) deutlich

mehr epigenetische Reaktionen auf Bestrahlung als die als strahlenresistent kategorisierten.
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H3K4me2

strahlensensitiv strahlenresistent
1h 24 h 1h 24 h
0Gy 10Gy 0Gy 10Gy 0Gy 100Gy O0Gy 10Gy

AT-Patient =!!! AT-Bruder 2"’

T e e— o— —_— e -

’deg e ——

4008-200 4064-200
- — G e — —-— - "
— — o - ———
4028-200 20037-200
T —— — — e
—— — — —
4060-200
— | — —
36011-200

Abbildung 2.34. Verinderung der globalen H3K4me2-Menge nach Bestrahlung in strahlensensitiven
und strahlenresistenten Zelllinien. Western-Blots von Gesamtzellextrakten. Die Zellen wurden mit
10 Gy bestrahlt und nach Inkubationszeiten von 1 h oder 24 h geerntet. In der jeweils oberen Zeile
ist H3K4me2 nachgewiesen, in der darunterliegenden Tubulin alpha, um die Gleichmaif3igkeit der
Beladung nachzuweisen.
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H3K4me2 1h 24h

10 Gy 10 Gy

MW+SEM MW+SEM
AT-Patient 101,7 + 3,3 92,6 +5,7
4008-200 104,3+7,0 80,0+6,2"
4028-200 88,9+5,1 753+9,1*
4060-200 105,0 + 7,4 135,1+13,1*
36011-200 102,0 + 6,8 86,0+7,1
AT-Bruder 96,2 + 4,2 101,9+£11,3
4064-200 102,8+11,3 |4 |101,6+4,8 5
20037-200 87,2+10,9 6 | 1046120 |6

Tabelle 2.13.
der untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha) und eine
unbestrahlte Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der Fehler des
Mittelwertes (SEM) von zwei unabhingigen Experimenten und der angegebenen Anzahl an Blots

Quantifizierung der relativen H3K4me2-Menge im Western-Blot. Die Proteinmenge

(n). Sternchen markieren nach dem t-Test statistisch signifikante Verdnderungen. H3K4me?2 zeigt
nach einer Stunde Inkubationszeit noch keine Verinderung. Nach 24 h kommt es zu einer
Abnahme in zwei der strahlensensitiven Zelllinien, hingegen in einer Zelllinie auch zu einer
Zunahme. In den strahlenresistenten Linien verindert sich die H3K4me2-Menge in der Zelle nicht.

Wie man in Tabelle 2.13 sieht, ist die Art der Verdnderung im H3K4me2-Muster jedoch
nicht einheitlich. In zwei der LUCY-Zelllinien kommt es zu einer statistisch signifikanten
Abnahme von H3K4me2 nach Bestrahlung, in einer weiteren untersuchten Linie zu einer
Zunahme. Die Zellen des AT-Patienten zeigen hingegen keinen Effekt. Die p-Werte aller
statistisch signifikanten Verdnderungen der PTM in den AT- und den LUCY-Zelllinien

finden sich in Anhang 3.
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Abbildung 2.35. Verinderung der globalen H3K4me3-Menge nach Bestrahlung in strahlensensitiven
und strahlenresistenten Zelllinien. Western-Blots von Gesamtzellextrakten. Die Zellen wurden mit
10 Gy bestrahlt und nach Inkubationszeiten von 1 h oder 24 h geerntet. In der jeweils oberen Zeile
ist H3K4me3 nachgewiesen, in der darunterliegenden Tubulin alpha, um die Gleichmaif3igkeit der

strahlensensitiv

1h 24 h

0Gy 10Gy 0Gy 10Gy

———

— — — —

Beladung nachzuweisen.

H3K4me3

AT-Bruder

4064-200

20037-200
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H3K4me3 1h 24 h

10 Gy 10 Gy

MW+SEM MW+SEM
AT-Patient 101,2 + 8,0 95,2 +5,7
4008-200 102,3£9,9 81,2+9,0
4028-200 872+40" 78,2+99
4060-200 103,7 + 2,8 109,1 £ 13,1
36011-200 117,0+4,3* 86,9 +8,1
AT-Bruder 98,7 +5,2 94,185
4064-200 92,2+9,8 935+11,4
20037-200 98,0+ 8,4 109,4 + 10,0

Tabelle 2.14. Quantifizierung der relativen H3K4me3-Menge im Western-Blot. Die Proteinmenge
der untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha) und eine
unbestrahlte Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der Fehler des
Mittelwertes (SEM) von zwei unabhingigen Experimenten und der angegebenen Anzahl an Blots
(n). Sternchen markieren nach dem t-Test statistisch signifikante Verdnderungen. H3K4me3 zeigt
nach einer Stunde Inkubationszeit in der 36011-200 Linie eine leichte Zunahme, in der 4028-200
eine Abnahme. Nach 24 h kommt es zu keinen statistisch signifikanten Verinderungen.

Auch bei H3K4me3 kommt es nur bei den strahlenempfindlichen Linien zu einem global
messbaren Effekt nach Bestrahlung, wie in Abbildung 2.35 und Tabelle 2.14 zu sehen ist.
Im Gegensatz zu H3K4me?2 ldsst sich diese jedoch nur eine Stunde nach Bestrahlung
nachweisen und nach 24 h nicht mehr. Hat die LCL-HuKo-Zelllinie eine klare Abnahme
nach Bestrahlung gezeigt, kommt es hier in einer Zelllinie zu einer Abnahme und in einer
anderen zu einer kleinen, aber reproduzierbaren und statistisch signifikanten Zunahme.
Auch hier gibt es keine Ubereinstimmung mit der Zelllinie des AT-Patienten, welche keine

Reaktion zeigt.
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Fir H3K27me3 (Abbildung 2.36, Tabelle 2.15) kann zwar nicht bei allen Zelllinien eine
Verianderung nach Bestrahlung festgestellt werden und es existiert auch keine Korrelation
mit der Strahlensensitivitét der Linien, allerdings kann, wenn es zu einer Reaktion kommt,
einheitlich eine Zunahme beobachtet werden, wie sie auch in der Literatur beschrieben ist
(O "Hagan et al., 2008; Chou et al., 2010). Diese lésst sich vor allem nach 24 h nachweisen

und fallt mit bis zu 40% verhaltnismafdig deutlich aus.

H3K27me3
strahlensensitiv strahlenresistent
1h 24 h 1h 24 h
0Gy 100Gy 0Gy 10Gy 0Gy 100Gy O0Gy 10Gy
e e — “
AT-Patient AT-Bruder
TERD — G— @—— e—
T —— — s — — —
4008-200 4064-200
— — O— — E— — ——
———— —— —— e —
4028-200 20037-200
T e e o—
S — e
4060-200 '
e ——
36011-200
_—

Abbildung 2.36. Verinderung der globalen H3K27me3-Menge nach Bestrahlung in strahlensensitiven
und strahlenresistenten Zelllinien. Western-Blots von Gesamtzellextrakten. Die Zellen wurden mit
10 Gy bestrahlt und nach Inkubationszeiten von 1 h oder 24 h geerntet. In der jeweils oberen Zeile
ist H3K27me3 nachgewiesen, in der darunterliegenden Tubulin alpha, um die GleichmafSigkeit der
Beladung nachzuweisen.
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H3K27me3 1h 24 h

10 Gy 10 Gy

MW+SEM MW +SEM
AT-Patient | 108,5 = 4,3 95,7 + 23,2
4008-200 99,7 + 3,5 100,6 + 11,7
4028-200 96,6 + 7,6 91,5 + 8,1
4060-200 107,3 + 6,0 117,8+42"
36011-200 116,6 + 7,4 132,1 + 10,6
AT-Bruder | 1045+9,6 100,6 + 21,3
4064-200 104,2 + 7,5 141,3+75"
20037-200 | 94,8+95 1262 +58*

Tabelle 2.15.
der untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha) und eine
unbestrahlte Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der Mittelwertfehler
(SEM) von zwei unabhingigen Experimenten und der angegebenen Anzahl an Blots (n). Sternchen

Quantifizierung der relativen H3K27me3-Menge im Western-Blot. Die Proteinmenge

markieren nach dem t-Test statistisch signifikante Veridnderungen. Nach 24 h zeigen zwei
strahlensensitive und zwei —resistente Zelllinien eine Zunahme von H3K27me3.

Als weitere PTM wurde auferdem noch der Fokus auf die Acetylierungen von H3 und H4
gelegt. Es wird angenommen, dass die Acetylierung von Histonen zu einer Auflockerung
der Chromatinstruktur beitrigt (Bannister und Kouzarides 2011). In den LCL-HuKo-Zellen
fanden sich hier die meisten und deutlichsten Verdnderungen. Im Nachfolgenden finden

sich die Analysen von H3K56ac, H4K5ac und H4K16ac.
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H3K56ac

strahlensensitiv strahlenresistent
1h 24 h 1h 24 h
0Gy 10Gy 0Gy 10Gy 0Gy 10Gy K 0Gy 10Gy
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Abbildung 2.37. Verinderung der globalen H3K56ac-Menge nach Bestrahlung in strahlensensitiven und
strahlenresistenten Zelllinien. Western-Blots von Gesamtzellextrakten. Die Zellen wurden mit 10
Gy bestrahlt und nach Inkubationszeiten von 1 h oder 24 h geerntet. In der jeweils oberen Zeile ist
H3K56ac nachgewiesen, in der darunterliegenden Tubulin alpha, um die Gleichméif3igkeit der
Beladung nachzuweisen.
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H3K56ac 1h 24 h

10 Gy 10 Gy

MW+SEM MW+SEM
AT-Patient 107,6 + 11,3 90,8 +7,0
4008-200 107,3+7,7 82,6 +69"
4028-200 109,4 + 14,0 92,8 +7,01
4060-200 103,9 + 3,2 102,1 +7,7
36011-200 98,7 +7,7 789 +5,1*
AT-Bruder 126,6 +5,0* 73,6 +10,3 "
4064-200 106,3 + 4,9 89,0 + 10,1
20037-200 90,9+11,3 94,1 +9,2

Tabelle 2.16. Quantifizierung der relativen H3K56ac-Menge im Western-Blot. Die Proteinmenge
der untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha) und eine
unbestrahlte Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der Mittelwertfehler
(SEM) von zwei unabhingigen Experimenten und der angegebenen Anzahl an Blots (n). Sternchen
markieren nach dem t-Test statistisch signifikante Veridnderungen. Nach einer Stunde Inkubation
kommt es bei dem strahlenresistenten AT-Bruder zu einer leichten Zunahme. Nach 24 h ist in
dieser Zelllinie eine Abnahme nachzuweisen, ebenso wie in einer weiteren strahlenresistenten und
einer strahlensensitiven Zelllinie.

In den LUCY- und AT-Kontrollzelllinien zeigt sich vor allem nach 24 h eine Abnahme im
H3K56ac-Level. Dies betrifft zwei als strahlensensitiv kategorisierte Zelllinien und die
Zelllinie des AT-Bruders. Interessanterweise zeigt eben dieser AT-Bruder nach 1 h eine

reproduzierbare und statistisch signifikante Zunahme von H3K56ac.
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Es sind dieselben Zelllinien die auch bei H4K5ac 24 h nach Bestrahlung eine Abnahme

zeigen.

H4K5ac
strahlensensitiv strahlenresistent
1h 24 h 1h 24 h
0Gy 100Gy 0Gy 10Gy 0Gy 100Gy O0Gy 10Gy
T —— — — ——
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— e c— —_——— —
T — —— ———
4008-200 4064-200
Foore ® o et m- — — —

 ——— - — —
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Abbildung 2.38. Verinderung der globalen H4K5ac-Menge nach Bestrahlung in strahlensensitiven und
strahlenresistenten Zelllinien. Western-Blots von Gesamtzellextrakten. Die Zellen wurden mit 10
Gy bestrahlt und nach Inkubationszeiten von 1 h oder 24 h geerntet. In der jeweils oberen Zeile ist
H4K5ac nachgewiesen, in der darunterliegenden Tubulin alpha, um die GleichméfSigkeit der
Beladung nachzuweisen.
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H4K5ac 1h 24 h

10 Gy 10 Gy

MW+SEM MW +SEM
AT-Patient | 103,9 = 16,2 91,1+10,7
4008-200 101,2 + 10,1 70,8+2.9*
4028-200 113,9 + 10,4 87,3+ 8,3
4060-200 97,1+ 8,6 89,5+53
36011-200 | 91,8 +4,3 745+ 4,6
AT-Bruder | 113,6+87 72,7 +5,1"
4064-200 99,1 +9,0 90,0 =5,5
20037-200 100,1 + 6,2 945+ 7,1

Tabelle 2.17. Quantifizierung der relativen H4K5ac-Menge im Western-Blot. Die Proteinmenge der
untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha) und eine
unbestrahlte Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der Mittelwertfehler
(SEM) von zwei unabhingigen Experimenten und der angegebenen Anzahl an Blots (n). Sternchen
markieren nach dem t-Test statistisch signifikante Verinderungen. Es kommt nur nach 24 h zu
signifikanten Abnahmen und zwar in zwei strahlensensitiven LUCY-Zelllinien und bei dem
strahlenresistenten AT-Bruder.

Die Veridnderungen im H4K5 Acetylierungsmuster fallen mit 25-30% im Vergleich sehr

deutlich aus. Die Zunahme nach 1 h in den Zellen des AT-Bruders zeigt H4K5ac jedoch

nicht.
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Als dritte Acetylierung wurde H4Kl6ac untersucht. Hier kommt es in allen
strahlensensitiven Zelllinien, bis auf den AT-Patienten, zu einer deutlichen Abnahme 24 h

nach Bestrahlung. In zwei dieser Zelllinien ist diese Verdnderung auch schon nach einer

Stunde zu beobachten.

H4K16ac
strahlensensitiv strahlenresistent
1h 24 h 1h 24 h
0Gy 10Gy 0Gy 10Gy 0Gy 10Gy O0Gy 10Gy
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Abbildung 2.39. Verinderung der globalen H4K16ac-Menge nach Bestrahlung in strahlensensitiven und
strahlenresistenten Zelllinien. Western-Blots von Gesamtzellextrakten. Die Zellen wurden mit 10
Gy bestrahlt und nach Inkubationszeiten von 1 h oder 24 h geerntet. In der jeweils oberen Zeile ist

H4K16ac nachgewiesen, in der darunterliegenden Tubulin alpha, um die Gleichmifiigkeit der
Beladung nachzuweisen.
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H4K16ac 1h 24 h

10 Gy 10 Gy

MW+SEM MW+SEM
AT-Patient 101,3 +7,6 97,0 + 10,5
4008-200 93,9+119 68,1+2,6"
4028-200 80,6+23* 68,4+39"
4060-200 644+50" 825+48"
36011-200 101,2+7,0 72,8+2,7*
AT-Bruder 86,4+9,0 106,7 + 17,6
4064-200 91,8 +13,0 98,4 +4,7
20037-200 96,3 + 4,3 99,6 + 10,0

Tabelle 2.18.
der untersuchten Histonmodifikation wurde auf die Ladekontrolle (Tubulin alpha) und eine
unbestrahlte Kontrolle normalisiert. Gezeigt sind die Mittelwerte (MW) und der Mittelwertfehler
(SEM) von zwei unabhingigen Experimenten und der angegebenen Anzahl an Blots (n). Sternchen

Quantifizierung der relativen H4K16ac-Menge im Western-Blot. Die Proteinmenge

markieren nach dem t-Test statistisch signifikante Veridnderungen. Bei H4K16ac kommt es nur bei
den strahlensensitiven Linien zu einer strahleninduzierten Verinderung im H4K16-
Acetylierungsmuster. Hierbei kommt es zu einer Abnahme, mit Ausnahme des AT-Patienten,
welcher keinen Effekt zeigt.
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2.2.5 Zusammenfassung

In Tabelle 2.19 sind alle statistisch signifikanten Verdnderungen der PTM der LCL-HuKo-,

AT-Kontrollzelllinien und der untersuchten Zelllinien aus dem LUCY-Kollektiv

dargestellt. Die roten Pfeile bezeichnen Zunahmen, die griinen Pfeile eine Abnahme und

die grauen Balken entsprechen keiner im Western-Blot detektierbaren signifikanten

Mengenveranderung nach Bestrahlung.

Protein Zeit | LCL- | AT- 20037- | 4064- | AT- 4060- | 4008- | 4028- | 36011-
HuKo | Bruder | 200 200 Patient | 200 200 200 200
L Ak ik ok i o5 ok ok ok »
gk ik 2% ak ok Ak ok ok oE
H3K4me2 |1h S R Y Y R [ e g R —
24h | oy | o | oo | ow | omm f ‘ ‘ =
H3K4me3 |1h ‘ e e P R ‘ f
24h ‘ I | D D | D Dae | DS | B | B
H3K27me3 | 1h | gy | sy | o (o | omm |omm | oom | oem | oam
24h | o | f f . f e | . f
H4K5 D Ny | e | on on | on e | on | | .
ac 24h ‘ ‘ I Em | | ‘ = ‘
H3K56ac | 1h ‘ f e Sy p—
2¢h ‘ ‘ o I | e | ‘ = ‘
H4K16ac |1h R [ — r— —— ‘ — ‘ —
24h | o | o | oo o | om ‘ ‘ ‘ ‘
Tabelle 2.19.  Zusammenfassung des Screenings von verschiedenen EBV-immortalisierten

lymphoblastoiden Zelllinien. Die in schwarzer Schrift benannten Linien entsprechen den
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strahlenresistenten Zelllinien, die in blauer Schrift die strahlensensitiven. Die p-Werte fiir alle
Verinderungen finden sich in Anhang 2 und Anhang 3.

In der Ubersicht ist gut zu sehen, dass es bis auf die Zunahme an yH2AX keine
Verdnderungen in den untersuchten PTM gibt, die in allen Zelllinien nach Bestrahlung
auftreten wiirde. Bei den beiden untersuchten Methylierungen von H3K4 kommt es sowohl
zu einer Zu-, als auch zu einer Abnahme, wobei diese Verdnderungen hauptsichlich in den
strahlensensitiven Zelllinien auftreten. Die PTM neben yH2AX bei der die Bestrahlung zu
einer Zunahme fiihrt, ist die einzige untersuchte PTM, die mit transkriptioneller
Reprimierung assoziiert ist: H3K27me3. Ein Zusammenhang mit der Strahlensensitivitit
der Zelllinien ist hierbei jedoch nicht zu beobachten. Bei den untersuchten Acetylierungen
von H3 und H4 fiihrt eine Bestrahlung fast ausschlie8lich zu einer Hypoacetylierung. Die
Abnahme von H4K16ac ist dabei klar mit der Strahlensensitivitdt assoziiert und tritt in

keiner der als strahlenresistent definierten Zelllinien auf.

Allgemein kann man sagen, dass Verdnderungen vor allem in den strahlensensitiven LUCY-
Zelllinien auftreten. LCL-HuKo spielt unter den strahlenresistenten Linien eine
Sonderrolle, da sie verhiltnisméaflig viele Verdnderungen zeigt, im AT-Bruder und den
strahlenresistenten Linien des LUCY-Kollektivs kommt es zu kaum Reaktionen auf eine

Bestrahlung.

Den stirksten Hinweis, dass eine Verdnderung des PTM-Musters nach Bestrahlung mit der
DNA-Reparatur in Zusammenhang steht, liefert jedoch der AT-Patient. Durch seine
Mutation von ATM zeigt er drastische Defizite in der DNA-Reparatureffizienz. Im
Gegensatz zu allen anderen untersuchten Zelllinien kann man, bis auf die Zunahme von

vH2AX, keine Verdnderung in dem PTM-Muster nach Bestrahlung beobachten.

Es konnte gezeigt werden, dass eine DNA-Schiadigung einen globalen Einfluss auf die PTM
und damit die Chromatinstruktur hat. Ein direkter Zusammenhang mit Prozessen der
DNA-Schadensantwort wird aufgrund der Ergebnisse des AT-Patienten angenommen,
allerdings konnte keine Korrelation zwischen Stirke und Art der Verdnderungen im PTM-

Muster und der Strahlensensitivitit einer Zelllinie hergestellt werden.
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3 Diskussion

3.1 Einfluss der Chromatinstruktur auf die DNA-Reparatur

3.1.1 Einfluss von Hypertonie und Hypotonie auf verschiedene
Zelllinien

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die artifizielle Chromatinmodulation durch
die Anderung der Osmolaritit bei den gewihlten Bedingungen sowohl in HeLa- als auch
U20S-Zellen zu kaum dauerhaften Schédden fiithrt. Sowohl in der Immunfluoreszenz, als
auch in der Durchflusszytometrie konnte erst nach deutlich lingeren Inkubationszeiten mit
hypertonem Medium, als der fiir die Versuche gewiéhlten 1 h, eine erhohten Apoptoserate

beobachtet werden.

Eine Induktion von yH2AX durch die Behandlung mit hypertonem Medium lésst sich zwar
im Western-Blot sowohl fiir HeLa- als auch fiir U20S-Zellen nachweisen, in der
Immunfluoreszenz zeigt sich dies aber weder durch die Auspragung von yH2AX-Foci, noch
durch eine allgemeine Erhéhung der Fluoreszenzintensitit des Zellkerns, sodass weitere

Analysen in der Immunfluoreszenz nicht beeintrachtigt waren.

Einen klaren Einfluss auf die Zellkernmorphologie und deren Gréf3e sieht man vor allem
bei der Behandlung der Zellen mit hohen Salzkonzentrationen. Sowohl bei HeLa-, als auch
bei U20S-Zellen fiihrte 750 mOsm Medium zu einer statistisch signifikanten
Verkleinerung der Zellkernfliche. Martin und Cardoso haben 2010 publiziert, dass die
Behandlung von HelLa-Zellen mit Medium, welches iiber Zugabe von PBS auf 500 mM
(entspricht in etwa 970 mOsm) gebracht wurde, zu einem der Mitose vergleichbaren
Kondensationsgrad des Chromatins fithrt. Es wurden in dieser Studie keine niedrigeren
Salzkonzentrationen getestet, sodass nicht gesagt werden kann, ob bereits schon bei einer
geringeren Hyperosmolaritit, wie den von uns verwendeten 750 mOsm, ein vergleichbarer

Kondensationsgrad erreicht wird.
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Einen gegenteiligen Effekt hat die hohe Osmolaritit auf die Grofde der yH2AX-Foci nach
Bestrahlung. Hier kommt es bei 750 mOsm zu einer deutlichen Zunahme des Volumens.
Eine mogliche Erklarung dieses Phdnomens, ist in den DAPI-Immunfluoreszenzaufnahmen
der behandelten Zellkerne zu sehen. Durch die Behandlung der Zellkerne mit 750 mOsm
Medium wird den Zellen Wasser entzogen, die Interkompartimenthohlrdiume werden
grofder und das Chromatin dichter, wie auch deutlich an den viel helleren Strukturen auf
den Mikroskopiebildern zu sehen ist. Durch die artifizielle Hyperkondensierung befindet
sich mehr DNA auf kleinerem Raum, was sich auch in einem kleineren Zellkern
widerspiegelt. Die Schédden die ein Ionendurchtritt an der DNA verursacht, befinden sich
damit ebenfalls auf einem sehr kleinen Raum. Durch die begrenzte Auflosung der
Epifluoreszenzmikroskopie konnen die einzelnen Schiden nicht mehr aufgelost werden
und erscheinen als ein grofier Focus. Hierfiir wiirde auch die Reduktion der Focianzahl pro
Ionendurchgang nach Hypertonbehandlung sprechen, welche sich allerdings nach einer
Normierung auf die Trackldnge nur noch in den U20S-Zellen nachweisen ldsst. Eine andere
mogliche Ursache der Vergrofierung der yH2AX-Foci bei Hypertonbehandlung wird von
Reitsema et al., 2005 diskutiert, die in ihrer Publikation ebenfalls diese Beobachtung
gemacht haben. Sie konnten durch DNA-PK defiziente und substituierte Zelllinien eine
Beteiligung von DNA-PK an der Zunahme des Focivolumens nach Hypertonbehandlung
(1000 mOsm NaCl) nachweisen. Sie postulieren, dass die Hochsalzumgebung die Ligation
der Doppelstrangbriiche verhindert, was im Weiteren dazu fiihrt, dass DNA-PK in seiner
aktiven Form am Schaden gebunden bleibt und H2AX iiber die Zeit in einem grofieren

Bereich phosphoryliert.

Fiir die in dieser Arbeit weiteren Untersuchungen war essentiell, dass unter allen gewdhlten
osmotischen Bedingungen eine effiziente Schadenserkennung und Phosphorylierung von
H2AX stattfindet, wie es frith auch schon fiir mitotische Zellen nachgewiesen werden
konnte (Rogakou et al., 1999). In embryonalen Mauszellen und Mausnierenzellen konnte
von Dmitrieva et al., 2003 gezeigt werden, dass eine Osmolaritdt von 600 mOsm NaCl zu
einer Inhibierung der Schadensantwort nach IR fiithrt und dabei auch die Phosphorylierung

von H2AX erst nach Senkung der Osmolaritdt auf ein isotones Level erfolgen kann. Ein
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Ergebnis, dem unsere Daten in HeLa-, U20S- und BJ-1-hTERT-Zellen widersprechen. Fiir
die Phosphorylierung verantwortlich sind die PI3K-like Kinasen ATM, DNA-PK und
teilweise ATR. ATR ist hauptsdchlich bei Schidden aktiv, die wihrend der DNA-Replikation
entstehen. Es kann aber auch wihrend der S- und G2-Phase in der Reparatur von IR-
Schéden involviert sein (Firsanov et al., 2011). Um néher einzugrenzen, welche der Kinasen
in unserem Experimentaufbau fiir die yH2AX-Focibildung verantwortlich ist, wurde in
einem Versuch zusitzlich zu der Behandlung mit hypertonem Medium der ATM-Inhibitor
(ATMi) KU60019 in unterschiedlichen Konzentrationen 30 min vor der Bestrahlung
zugegeben (Daten nicht gezeigt). Trotz des Inhibitors kam es sowohl unter isotonen, als
auch unter hypertonen Bedingungen (570 und 750 mOsm) zu einer Phosphorylierung von
H2AX. Demnach scheinen hier auch andere Kinasen, DNA-PK und/oder ATR beteiligt zu
sein. Es wire interessant, dieser Frage mit Inhibitoren fiir die anderen H2AX
phosphorylierenden Kinasen weiter nachzugehen, was aus technischen Griinden im Zuge

dieser Arbeit nicht mehr moglich war.

3.1.2 Einfluss von artifizieller Chromatinhyperkondensierung auf die
Akkumulierung von DNA-Reparaturfaktoren

Nachdem wir eine starke Schiddigung der Zellen durch eine Behandlung mit Medium
unterschiedlicher Osmolarititen ausschlieflen und aufierdem nachweisen konnten, dass
yH2AX als Schadensmarker unter allen gewihlten Bedingungen ausgeprégt wird, haben wir
im weiteren Verlauf dieser Arbeit den Einfluss der kiinstlichen Chromatinverinderung
durch Osmolarititsinderung auf die Akkumulierungsfihigkeit verschiedener DNA-

Reparaturfaktoren an den Schadensort untersucht.

Besonders die Hyperkondensierung von Chromatin, wie sie sowohl in
Mitosechromosomen, als auch in Heterochromatinbereichen im Interphasekern
vorkommt, stellt hierbei fiir die DNA-Reparatur eine besondere Herausforderung fiir die
Zelle dar. Zudem wird nicht nur durch die Komplexitdt des Schadens, sondern auch durch
den Kompaktierungsgrad des Chromatins die Wahl des Reparaturwegs beeinflusst. Zu
Beginn dieser Arbeit war noch wenig dariiber bekannt, wie sich DNA-Reparaturfaktoren

99



in hyperkondensiertem Chromatin verhalten. Aus diesem Grund haben wir sowohl friihe,
als auch spate DDR-Faktoren auf ihre Focibildung nach Bestrahlung mit Schwerionen unter

zwei verschiedenen hyperosmolaren Bedingungen untersucht.

Unter isotonen Bedingungen kolokalisieren sowohl Britl, als auch Mrell, Mdcl, pATM,
53BP1, BRCA1 und Rad51 mit dem Schadensmarker yH2AX. Rad51 jedoch nur mit einem
Prozentsatz von 61+21,2% in U20S-Zellen und 81+7,1% in HeLa-Zellen. Dies ist darauf
zuriickzufithren, dass Rad51 nur in der S- und G2-Phase im Zellzyklus exprimiert wird
(Flyfare et al., 1996). Dass auch Mrell in U20S-Zellen unter isotonen Bedingungen keine
100%ige Kolokalisation mit yH2AX aufweist, ist vermutlich auf die Qualitit des
Antikorpers zuriickzufiihren, welcher nur ein schwaches Signal zeigte und ein starkes
Hintergrundrauschen hervorbrachte. Zudem konnte fiir Mrell im Gegensatz zu den
anderen untersuchten Proteinen nur ein Versuch durchgefiihrt werden, sodass es sich auch

um ein Problem bei der Aufarbeitung der Proben handeln konnte.

Eine Beobachtung, die in allen drei verwendeten Zelllinien, HeLa-, U20S- und BJ-1-
hTERT-Zellen, gemacht wurde ist, dass bei einer Hypersomolaritit von 750 mOsm keiner
der untersuchten DNA-Reparaturfaktoren in der Immunfluoreszenzanalyse mehr mit
vH2AX kolokalisiert. Dadurch wird die Tatsache, dass H2AX dennoch -effektiv
phosphoryliert wird in ein bemerkenswertes Licht geriickt, da auch pATM bei einer
Hyperkondensierung mit 750 mOsm Medium nicht mehr am Schaden akkumuliert. Dies
wirft die oben schon diskutierte Frage wieder auf, welche anderen Kinasen hier fiir die
Phosphorylierung verantwortlich sind. Aufgrund der zeitlichen und kapazitiren
Einschrinkungen durch die Strahlzeiten fiir die Bestrahlung der Zellen mit dem

Ionenmikrostrahl, konnten wir dieser Fragestellung nicht weiter nachgehen.

Als besonders interessant, hat sich die Hyperkondensierung mit 570 mOsm Medium
gezeigt, welche sich aber zwischen den verschiedenen Zelllinien deutlich unterscheidet
und erst fiir U20S-Zellen diskutiert werden soll. Hier kommt es bei allen untersuchten
DNA-Reparaturfaktoren zu einer signifikanten Abnahme in der Akkumulierungsfihigkeit
am Schadensort von 25-75%. Ein Antikorperartefakt aufgrund des hypertonen Mediums

und der dadurch erreichten kiinstlichen Hyperkondensierung konnte durch einen
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Parallelversuch  mit HeLa-pMC16-53BP1-EGFP-Zellen ausgeschlossen  werden.
Bemerkenswerterweise gibt es neben yH2AX eine Ausnahme, die von der
Hyperkondensierung bei 570 mOsm nicht beeintrdchtigt ist: Mdcl ist auch unter diesen
Bedingungen in der Lage zu 100% mit dem Schadensmarker zu korrelieren. Dies deutet auf
Parallelen zwischen unserem experimentellen Aufbau und der DNA-Reparatur in der
Mitose hin. Hierzu wurde 2010 von Giunta et al. und van Vugt et al. beschrieben, dass es
wihrend der Mitose zwar noch zur Kolokalisation von Mdc1 mit yH2AX kommt, aber keine
Focibildung von spiteren DDR-Faktoren wie 53BP1, RNF8, RNF168 oder BRCAI
beobachtet werden kann. Van Vugt et al. (2010) beschreiben nicht nur, dass es wihrend
der Mitose zu keiner 53BP1-Focibildung mehr kommt, sondern auch, dass bestehende
53BP1-Foci wihrend der Mitose aus dem Chromatin verdriangt werden. Um zu testen, ob
es hier in unserem Modell ebenfalls Parallelen zur Reparatur in der Mitose gibt, haben wir
HelLa-Zellen, welche stabil ein EGFP-gekoppeltes 53BP1 exprimieren (Hable et al., 2012),
unter isotonen Bedingungen in kleinem Winkel mit Kohlenstoffionen bestrahlt. Nach 30
min, ein Zeitpunkt zu dem in Kontrollproben eine klare Kolokalisation von yH2AX und
53BP1-EGFP zu erkennen war, wurde die Osmolaritit des Mediums auf 750 mOsm
angehoben. Die Fixierung erfolgte wie in den anderen Experimenten nach 1 h. Wie von
van Vugt beschrieben, konnten auch wir keine 53BP1-Foci mehr an den von yH2AX-
dekorierten Schadensorten nachweisen, was auf eine Exklusion von 53BP1 aus
hyperkondensiertem Chromatin hindeutet. Allerdings erfolgte diese bei uns nicht
vollstindig. Die sekundédre Hypertonie nach der Ionenmikrobestrahlung zeigte sowohl in
der Morphologie der Zellkerne, als auch im yH2AX-Signal einen starken Stress der Zellen
an, welche zu den Bestrahlungsschidden auch zu vielen spontanen Briichen zu fiithren
schien. So ist auch bei den HeLa-53BP1-EGFP-Zellen eine Focibildung zu beobachten.
Diese Foci kolokalisieren allerdings nicht mit yH2AX, sodass nicht nachgewiesen werden

konnte, ob es sich hierbei wirklich um Akkumulierungen an DSBs handelt.

Auch wenn es noch nicht endgiiltig geklért ist, deuten Indizienbeweise darauf hin, dass die
NHE] wihrend der Mitose nicht schwerwiegend beeintréchtigt ist. Fiir Ku konnte sowohl

in Xenopus (Peterson et al., 2011; Gomez-Godinez et al., 2012), als auch fiir Ku80 in
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menschlichen Zellen (Mari et al., 2006) gezeigt werden, dass es wihrend der Mitose an die
DNA-Schidden rekrutiert wird. Auch wenn noch nicht fiir alle essentiellen NHE]-
Komponenten, wie z.B. die Ligase IV, gezeigt werden konnte, dass sie wiahrend der Mitose
normal funktionieren, kann vermutet werden, dass auch wahrend der Mitose Schiden
mittels NHE] repariert werden konnen (Heijink et al., 2013). Anders verhalt es sich bei der
DSB-Reparatur mittels HR. Nach neueren Erkenntnissen wird der MRN Komplex, von
welchem angenommen wird, dass er der erste Detektor eines DNA-Bruchs ist, normal zu
den Schiden rekrutiert (Peterson et al., 2011). Des Weiteren kommt es zu einer normalen
Akkumulierung und Aktivierung von ATM am Schadensort, welches H2AX phosphoryliert
und einer anschliefSenden Rekrutierung von Mdcl (van Vugt et al., 2010, Giunta et al,,
2010; Nelson et al., 2009; Stucki et al., 2005). In unserem gewdhlten Modell kommt es im
Vergleich hierzu zu leichten Abweichungen, da bei 570 mOsm in U20S-Zellen auch Mrell
und pATM bereits leicht in ihrer Kolokalisation mit yH2AX eingeschrankt sind. Bei Mrell
konnte dies aber auch durch die Methode der Hypertonie ausgeldst sein und nicht durch
die Hyperkondensierung. Dmitrieva et al. beschreiben 2003, dass eine Behandlung der
Zellen mit einer erhohten Salzkonzentration sowohl in mIMCD3-Zellen (murine
Nierenzellen), als auch MEF-Zellen (murine embryonale Fibroblasten) zu einer reversiblen
Translokation von Mrell aus dem Zellkern ins Zytoplasma fithrt. Zu der Akkumulierung
und Aktivierung von ATM kann man sagen, dass in unserem Zellmodell und
Versuchsaufbau ATM nicht die alleinig verantwortliche Kinase zu sein scheint, um H2AX
zu phosphorylieren, da es wie oben schon erwidhnt bei 750 mOsm zu keiner pATM
Akkumulierung mehr kommt, eine effektive Phosphorylierung von H2AX aber weiterhin

stattfindet.

In den U20S-Zellen konnten wir bei 570 mOsm vor allem bei den spateren DDR-Faktoren
53BP1, BRCA1 und Rad51 stirkere Einschrankungen bei der Focibildung am Schadensort
beobachten. Dies deckt sich mit neuesten Publikationen wie beispielsweise von Orthwein
et al., 2014, welche aufgrund der Ergebnisse von van Vugt et al., 2010, Giunta et al., 2010,
Zhang et al., 2011 und Nelson et al., 2009 vermuten, dass die Inaktivierung der DDR
wihrend der Mitose auf die fehlende Rekrutierung von BRCA1 und 53BP1 zuriickzufithren
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ist. Es war bereits bekannt, dass in der Mitose der Signalweg oberhalb der Rekrutierung von
RNF8 an den DSB blockiert ist. RNF8 und RNF168 werden in Interphasezellen durch Mdcl
an den Schaden rekrutiert, wo RNF168 H2A ubiquitinyliert, was dann zur Rekrutierung
von 53BP1 und BRCAL1 fiihrt (Panier und Durocher, 2013; Mattiroli et al., 2012; Gatti et al.,
2012; Fradet-Turcotte et al., 2013; Jackson und Durocher, 2013). In Mitosezellen fiihrt eine
CDK1-abhingige Phosphorylierung von RNF8 dazu, dass RNF8 nicht mehr in der Lage ist
an MDC1 zu binden. Dies fithrt dann im Folgenden dazu, dass auch BRCA1 nicht an den
Schaden rekrutiert wird. Bei 53BP1 ist neben der Phosphorylierung von RNF8 noch ein
weiterer Mechanismus dafiir verantwortlich, dass es wihrend der Mitose nicht mehr an
den DSB binden kann. Es konnte gezeigt werden, dass zusitzlich das UDR-Motiv von 53BP1
phosphoryliert wird, welches 53BP1 ermdglicht an phosphoryliertes H2A zu binden. Erst
die Verhinderung von beiden Phosphorylierungen, von RNF8 und 53BP1 fiihrt zu einer
Rekrutierung von BRCA1 und 53BP1 an die Schadensorte und damit zu einer
Wiederherstellung der DNA-Reparatur wihrend der Mitose (Orthwein et al., 2014). Auch
dass Rad51 in mitotischen Zellen nicht mehr an den Schaden rekrutiert wird, ist auf einen
CDK-abhingigen Mechanismus zuriickzufiihren. Von Esashi et al. konnte 2005 gezeigt
werden, dass sich die Phosphorylierung von BRCA2 negativ auf die Bindung von Rad51
auswirkt. Zudem wurde beschrieben, dass Rad51-BRCA2-Foci verschwinden, wenn die
Zellen in die Mitose eintreten, auch wenn noch DNA-Briiche existieren (Esashi et al., 2005,

Ayoub et al., 2009).

Ob die Einschriankung oder Inhibierung der Akkumulierungsfihigkeit der untersuchten
DDR-Faktoren bei der artifiziellen Chromatinhyperkondensierung auf &hnlichen
Mechanismen beruht wie bei mitotischen Zellen kann ohne weitere Untersuchungen nicht
gesagt werden. Unsere Daten deuten jedoch darauf hin, dass alleine die Kondensation schon
einen deutlichen Effekt auf die DNA-Schadensantwort hat, unabhingig von den wihrend
der Mitose auftretenden Chromatinverinderungen wie beispielsweise der
Hyperphosphorylierung. Durch die Ahnlichkeiten im Akkumulierungsverhalten der DDR-
Faktoren mit den Beobachtungen wihrend der Mitose, kann die Hyperkondensierung

mittels Hypertonie in U20S-Zellen moglicherweise als Modell verwendet werden, um die
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DNA-Reparatur in Heterochromatin und mitotischen Chromosomen weiter zu

untersuchen.

Diese Beobachtungen scheinen aber sehr vom verwendeten Zellsystem abzuhéngen. HeLa-
Zellen zeigen bei 750 mOsm zwar dasselbe Verhalten wie U20S-Zellen, auf 570 mOsm
reagieren sie aber deutlich weniger sensibel. Hier kommt es nur bei Mrell zu leichten und
bei Rad51 zu stirkeren Einschrinkungen bei der Akkumulierung an die mit yH2AX
dekorierten Schadensorte. Naheliegend ist die Vermutung, dass die kritische Osmolaritit
fiir HeLa-Zellen etwas hoher liegt. Dies wurde in Versuchen mit weiteren Abstufungen an
Hyperosmolaritit, von 525 mOsm iiber 570 mOsm, 610 mOsm und 660 mOsm néher
untersucht. Da es aufgrund der begrenzten Strahlzeiten nicht méglich war, dies mit einem
grofien Set an DDR-Faktoren zu testen, wurden zwei aussagekriftige, ndmlich Mdcl und
53BP1, gewidhlt und diese in den beiden Zelllinien verglichen. Mdcl zeigte bei den
Versuchen mit 570 mOsm sowohl in U20S-, also auch in HeLa-Zellen keine
Beeintrachtigung in der Focibildung; 53BP1, war in U20S-Zellen stark in seiner
Akkumulierung am Schadensort eingeschrankt. Es konnte gezeigt werden, dass nicht erst
bei 750 mOsm, sondern bereits bei 660 mOsm keines der beiden Proteine mehr mit yH2AX
kolokalisiert und dass bei 610 mOsm in beiden Zelllinien fiir Mdc1 und bei den HeLa-Zellen
auch fiir 53BP1 die kritische Osmolaritit erreicht ist, bei der es zu einer starken
Behinderung der Focibildung kommt. Dies zeigt, dass die 570 mOsm fiir die Versuche gut
gewihlt waren, da hier sowohl Unterschiede in verschiedenen DDR-Faktoren, als auch in
unterschiedlichen Zelllinien sichtbar wurden. Es konnte auf diese Weise aber fiir die HeLa-
Zellen keine Medienbedingung und damit kiinstliche Hyperkondensierung des Chromatins
gefunden werden bei der die Ergebnisse in dhnlicher Weise mit der DNA-Reparatur in der
Mitose vergleichbar wire wie bei den U20S-Zellen. Auch in der Kinetik zeigte sich fiir

HeLa-Zellen kein Einfluss von 570 mOsm Medium im Vergleich zur isotonen Kontrolle.

Die Reaktion auf die Hyperkondensierung durch Hypertonie scheint also sehr stark vom
Zellsystem abzuhdngen, wie auch ein Versuch mit BJ-hTERT-Zellen, einer hTERT-
immortalisierten Fibroblastenzelllinie eines gesunden Spenders gezeigt hat. Hier wurde

exemplarisch Mdcl und 53BP1 untersucht und es konnte bei 570 mOsm bei beiden
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Proteinen eine geringe Einschrinkung in der Kolokalisation mit yH2AX beobachtet
werden. Ein Ergebnis, das weder mit den gewonnenen Daten fiir HeLa- noch fiir U20S-

Zellen uibereinstimmt.

3.1.3 DDR in artifiziell aufgelockertem Chromatin

Nachdem im Zuge dieser Arbeit allgemein das Wechselspiel zwischen Chromatin und
DNA-Reparatur untersucht werden sollte, wurde neben den Experimenten zu artifizieller
Hyperkondensation auch untersucht, inwiefern sich das Akkumulierungsverhalten von
DNA-Reparaturfaktoren in kiinstlich aufgelockertem Chromatin verdndert. Zu der DNA-
Reparatur unter hypotonen Medienbedingungen, wie wir sie zur Auflockerung der
Chromatinstruktur verwendet haben, gibt es wenige Daten in der Literatur. Dass eine
Auflockerung des Chromatins aber notwendig fiir eine effiziente Reparatur ist, zeigt sich
jedoch an der Beteiligung der zahlreichen chromatinremodellierenden Faktoren, welche
fir eine erfolgreiche DNA-Reparatur nétig sind, sowie an den Daten zur Reparatur in
Heterochromatin (Price und Andrea, 2013). Die Behandlung der Zellen mit hypertonem
Medium kann durch seine chromatinauflockernde Wirkung die Notwenigkeit von
chromatinremodellierenden Faktoren umgehen, wie von Murr et al., 2006 anhand von
Trrap-defizienten Zellen gezeigt werden konnte. Trrap ist eine Komponente vieler Histon-
Acetyl-Transferase-Komplexe, welche an der DNA-Reparatur beteiligt sind (Peterson und
Cote, 2004). Die Depletion von Trrap in Zellen fiihrt zu einer defizienten HR-Reparatur,
da verschiedene DNA-Reparaturfaktoren wie 53BP1, BRCA1 oder Rad51 nicht mehr an
den DSB akkumulieren. Dieser Effekt kann durch Behandlung der Zellen mit hypotonem

Medium aufgehoben werden (Murr et al., 2006).

Unsere Experimente mit hypotonem Medium wurden an demselben Set an DNA-
Reparaturfaktoren und unter den gleichen Bedingungen durchgefiihrt wie die Experimente
mit Hypertonie, sowohl in HeLa- als auch in U20S-Zellen. Die Foci entlang der Ionenspur
zeigen bei allen Proteinen in beiden Zelllinien eine leicht verdnderte Morphologie im
Vergleich zu isotonem oder hypertonem Medium. Die einzelnen Foci scheinen optisch

kaum voneinander getrennt, die Ionenspur wirkt fast durchgehend, diffus, mehr wie eine
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durchgehende Linie, als wie eine Perlenkette, so wie es unter den anderen

Medienbedingungen der Fall ist.

Bei der Akkumulierungsfihigkeit an den Schadensorten und der Kolokalisation mit yH2AX
konnte jedoch kein Unterschied im Vergleich zur isotonen Kontrolle festgestellt werden.
Die einzige Ausnahme stellt hierbei Rad51 dar, welches in HeLa-Zellen nur noch
eingeschrankt und in U20S-Zellen unter hypotonen Bedingungen keine Foci an den DSBs
mehr bildet. Dieser Effekt ist vermutlich nicht auf den aufgelockerten Chromatinstatus
zuriickzufithren, da mittlerweile von einigen Arbeitsgruppen publiziert wurde, dass in HC-
Bereichen ohne vorherige Chromatinauflockerung keine Rad51-Beladung und DNA-
Reparatur stattfinden kann (Soria et al., 2012; Kakarougkas und Jeggo, 2014). Es wire
moglich, dass die Beeintrachtigung entweder auf ein Antikorperartefakt zuriickzufiihren
ist oder darauf, dass gerade die erfolgreiche Rad51-Rekrutierung und Bindung als ein spéter
Schritt in der HR stark von den vorangegangenen Veranderungen der Chromatinstruktur
abhingig ist. Bei einem kiinstlichen Eingreifen, wie der Chromatinkondensierung oder -
auflockerung durch hypertones oder hypotones Medium konnte es zu einer Stérung des
natiirlichen Wechselspiels zwischen chromatinverindernden Faktoren und den DNA-
Reparaturfaktoren kommen. Es wire fiir weiterfiilhrende Versuche interessant, die
Bestrahlung unter hypotonen oder hypertonen Bedingungen mit einer Zelllinie
durchzufithren, welche ein fluoreszenzmarkiertes Rad51 trdgt, um einen

Antikorperartefakt ausschliefSen zu konnen.

3.2 Einfluss der DNA-Schadensantwort auf die Chromatinstruktur

Im Zuge dieser Arbeit wurde nicht nur beleuchtet, wie die Chromatinstruktur die DNA-
Reparatur beeinflusst, auch der Einfluss der DNA-Schadensantwort auf die
Chromatinstruktur wurde untersucht. Dafiir, dass DNA-Schiden Einfluss auf post-
translationale Histonmodifikationen haben, gibt es immer mehr Hinweise, das bekannteste
Beispiel ist hierbei die Phosphorylierung von H2AX an Serin 139, eine PTM die wir bereits
in den Versuchen zur artifiziellen Chromatinmodulation als DNA-Schadensmarker

verwendet haben. Die Detektion von PTMs mittels Immunfluoreszenz in den yH2AX-
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dekorierten Bereichen nach Schadensinduktion zeigte, dass sie eng mit der Regulation von
Chromatinzuginglichkeit, Rekrutierung von DNA-Reparaturfaktoren und der Regulation
von DNA-Metabolismus und Transkription verkniipft sind (Friedl et al., 2012). Wie Tjeertes
et al., 2009 nach Induktion von Doppelstrangbriichen durch Hydroxyurea oder Phleomycin
gezeigt haben, konnen diese Verdnderungen im PTM-Muster teilweise auch mit globaleren
Methoden wie Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden. Allerdings wurde bei diesem
Screening nur eine Zelllinie untersucht, sodass keine Aussage tiber die Allgemeingiltigkeit

der beobachteten Verdnderungen getroffen werden konnte.

Ziel dieser Arbeit war zundchst PTMs zu identifizieren, die speziell im Zuge der
Schadensantwort nach Bestrahlung eine Verdnderung zeigen und die Untersuchungen
anschliefend auf weitere Zelllinien auszudehnen. Hierfiir haben wir zunichst ein
Screening mit einer normalen, humanen, EBV-immortalisierten Lymphoblastenzelllinie
(LCL-HuKo) durchgefiihrt und mittels quantitativem Western-Blot Verdnderungen nach

verschiedenen Dosen und Zeitwerten analysiert.

Um im Western-Blot Verdnderungen im PTM-Muster reproduktiv nachweisen zu kénnen,
miissen sie eine gewisse Stirke und Signifikanz aufweisen. Geht man davon aus, dass eine
Bestrahlung mit y-Strahlen bei einer Dosis von 10 Gy um die 400 DSBs verursacht, wiirde
der komplette Verlust eines bestimmten PTM innerhalb des 2 Mbp grofien yH2AX-
positiven Bereichs zu einer Reduktion des globalen Levels der PTM von etwa 13% fiihren,
bei einer gleichmifiigen Verteilung im Kern. Dementsprechend konnten beobachtete
Verianderungen nach einer Dosis von 10 Gy auf lokale Verluste oder Zunahmen im PTM-
Muster hindeuten, wobei eine Verdnderung bei 2 Gy als globale Reaktionen auf die

Bestrahlung und/oder die DNA-Reparatur zu werten sind.

3.2.1 Screening von PTMs nach Bestrahlung in LCL-HuKo

Untersucht wurden 17 verschiedene PTMs, welche sich sowohl in transkriptionell
repressive als auch aktivierende einteilen lassen, da fiir beide eine Beteiligung an der DNA-

Schadensantwort beschrieben ist. Im Rahmen der Verfiigbarkeit an geeigneten,
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spezifischen Antikorpern wurden sowohl Histonmethylierungen, als auch -

phosphorylierungen und -acetylierungen nachgewiesen.

Die Methylierung von H3K4 ist mit transkriptionell aktiven Chromatinregionen verkniipft.
In vorangegangenen Experimenten konnte in unserer Arbeitsgruppe sowohl in der
Immunfluoreszenz ein lokaler Verlust von H3K4me2 und H3K4me3 in Regionen mit
vH2AX-Signal, als auch im Western-Blot eine globale Abnahme des H3K4me3-Levels in
HeLa-Zellen nachgewiesen werden (Seiler et al., 2011). Diese Abnahme konnten wir auch
in LCL-HuKo-Zellen bei 10 Gy-Bestrahlung nach 15 min, 1 h und 24 h nachweisen (1h und
24h statistisch signifikant). Nach 1h war die Abnahme sogar nach einer Dosis von nur 2 Gy
bereits deutlich. H3K4mel und H3K4me2 zeigten keine statistisch signifikanten
Verianderungen im Western-Blot. Die Analyse von unmethyliertem H3K4 fiithrte bei einer
Dosis von 10 Gy zu einer signifikanten Abnahme nach 15 min und einer darauffolgenden
Zunahme nach 24 h. Inwiefern dieser Effekt kausal mit dem Verlust von H3K4me3 nach
24 h in Verbindung gebracht werden kann wire eine interessante Fragestellung fiir

weiterfithrende Analysen.

Im Gegensatz zu der Methylierung von H3K4 ist die Methylierung von H3K9 in
transkriptionelle Stilllegungsprozesse involviert. Des Weiteren wurde H3K9me3 wihrend
der DNA-Reparatur als Bindungsstelle fiir die Histonacetyltransferase TIP60 identifiziert
(Sun et al,, 2009). Zu der Frage, ob es nach DNA-Schiddigung zu einer Verdnderung des
H3K9-Methylierungsmusters kommt, gibt es sehr uneinheitliche Aussagen in der Literatur.
In den meisten Studien konnten weder lokal, noch global Verdnderungen im H3K9me2-
oder H3K9me3-Level nachgewiesen werden (Goodarzi et al., 2011; Sun et al., 2009; Ayoub
et al., 2008; Luijsterburg et al., 2009; Noon et al., 2010). Andere konnten eine transiente
Reduktion der nukledren H3K9me2 und H3K9me3-Immunfluoreszenzsignale innerhalb
der ersten 45 min und einer Bestrahlungsdosis von 2 Gy beobachten (Young et al., 2013).
Wir haben fiir unsere Analysen von H3K9me3 denselben Antikorper verwendet wie in der
Studie von Young et al. und konnten ebenfalls eine statistisch signifikante Abnahme nach

einer Bestrahlung mit 2 Gy und 1 h Inkubationsdauer nachweisen. Andere Zeitwerte und
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Dosen, sowie die Untersuchung von H3K9me2 und H3K9mel zeigten jedoch keine

signifikanten Veranderungen.

Die Methylierung von H4K20 spielt in der Zelle eine vielfdltige Rolle bei der
Chromatinkompaktierung und der DNA-Reparatur (Jorgensen et al., 2013). Besonders
H4K20mel und H4K20me2 spielen bei der DNA-Reparatur eine wichtige Rolle. Sie sind im
Kern grof3flichig verbreitet und dienen als Bindungsstelle fiir 53BP1 (Botuyan et al., 2006;
Hertlerode et al., 2012; Schotta et al., 2008; Yang et al., 2008). In unserem Screening
konnten wir keine signifikanten Verdnderungen in den globalen H4K20-
Methylierungsleveln nach Bestrahlung feststellen, was sich mit den meisten publizierten
Daten deckt (Botuyan et al., 2006; Houston et al., 2008; Goodarzi et al., 2011; Hsao und
Mizzen, 2013).

Des Weiteren haben wir uns die Trimethylierung von H3K27 angesehen. H3K27me3 ist in
der Zelle mit der Stilllegung von Genen mittels des Polycomb Represssive Complex 2
(PRC2) (Simon und Kingston, 2013) assoziiert. Die Rekrutierung von Mitgliedern der
PRC2-Familie und die Akkumulierung von H3K27me3 an DNA-Schadensorten konnte
sowohl nach Laser-, also auch nach Schwerionenbestrahlung gezeigt werden (Seiler et al.,
2011; Chou et al., 2010). Im Western-Blot konnte dies von uns auf globaler Ebene nicht

bestitigt werden.

An Phosphorylierungen haben wir die Level von yH2AX und H3S10p untersucht. yH2AX
zeigt als Schadensmarker eine dosisabhédngige Zunahme in allen Zeitwerten, aber auch eine
reparaturbedingte Abnahme 24 h nach Bestrahlung. H3S10p trigt zur Kompaktierung des
Chromatins wihrend der Mitose bei und es konnte von Tjeertes et al., 2009 eine
schadensinduzierte Reduktion nachgewiesen werden, wobei sie diesen eher auf den durch
die Schiadigung bedingten Zellzyklusarrest zuriickfiihren, als auf einen direkten Effekt der
Reparaturprozesse. Wir konnten diese Beobachtungen nicht bestitigen und zu keinem

Zeitwert eine signifikante Verdnderung im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle nachweisen.

Die deutlichsten Veranderungen im PTM-Muster konnten wir wihrend unseres Screenings
bei den Acetylierungen beobachten. Histonacetylierung wird allgemein mit einem offenen

Chromatin in Verbindung gebracht. Die Sicht auf die DNA-Schadensantwort zu Beginn
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dieser Arbeit hat angenommen, dass eine erhohte Zuginglichkeit des Chromatins an den
Schadensorten notwendig fiir die Rekrutierung der DNA-Reparaturfaktoren und damit
einer effektiven Reparatur ist. Fiir die Steigerung der Zuginglichkeit spielen vor allem
Histonacetylierungen, insbesondere an H4, eine entscheidende Rolle (reviewed durch Xu
und Price, 2011). Mittlerweile hat man allerdings eine detailliertere Sicht auf die
Verinderung des Histon-Acetylierungsmusters nach Schadensinduktion, welche
verdeutlicht hat, dass die Prozesse deutlich komplexer sind als urspriinglich angenommen.
Eine PTM die wir untersucht haben, ist H4K16ac. Dies ist eine gut charakterisierte
Modifikation, fiir die experimentell gezeigt werden konnte, dass sie in vitro die
Chromatinkompaktierung aufbricht (Robinson et al., 2008; Shogren-Knaak und Peterson,
2006). Nach DNA-Schiddigung konnte von mehreren Arbeitsgruppen beobachtet werden,
dass es zunidchst zu einem schnellen Verlust der Acetylierung kommt, worauf spéter ein
Anstieg von H4K16ac folgt (Hsiao und Mizzen, 2013; Miller et al., 2010; Tang et al., 2013).
Da H4K16ac die Bindung von 53BP1 an H4K20me3 verringert, fordert der schnelle Verlust
dieser PTM an den DSBs die Akkumulierung von 53BP1 (Hsiao und Mizzen, 2013; Tang et
al., 2013). Es gibt aber ebenfalls Beobachtungen, dass das Level von H4K16ac schon kurz
nach Bestrahlung ansteigt, ohne dass es zuvor zu einer Verminderung gekommen wire
(Gupta et al., 2005; Li et al., 2010). In unserem Zellsystem konnten wir vergleichbare
globale Reduktionen von H4K16ac zu allen untersuchten Zeitwerten, sowohl bei 2 Gy, als

auch bei 10 Gy nachweisen.

Die Ergebnisse von Hsiao und Mizzen, 2013 deuten darauf hin, dass die schnelle
Deacetylierung auch noch an diversen anderen N-terminalen Lysinen erfolgen kann. Wir
haben als weitere H4-Acetylierung H4K5ac in unser Screening aufgenommen und konnten
sowohl nach 1 hund 2 Gy, als auch nach 24 h und beiden Dosen eine deutliche Reduzierung
feststellen. Zu einem dhnlichen Ergebnis kommen wir fiir H3K56ac. Hier konnten wir
sowohl nach 1 h, als auch nach 24 h bei jeweils 2 Gy und 10 Gy eine deutliche Abnahme
im globalen Level nachweisen. Die biologische Funktion von H3K56ac ist in Sédugerzellen
noch weitgehend unklar und zu der Reaktion auf DNA-Schidigung gibt es sehr

widerspriichliche Angaben in der Literatur. So wurde sowohl eine Zunahme (Das et al,,
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2009, Vempati et al., 2010), eine Abnahme (Tjeertes et al., 2009; Yang et al., 2009; Miller et
al., 2010) als auch ein Modell dhnlich zu den Beobachtungen beziiglich H4K16ac publiziert
mit einem raschen Verlust von H3K56ac und einem anschlieffenden Anstieg im H3K56ac
Level (Miller et al., 2010). H3K9ac, eine PTM fiir welche sowohl lokal, als auch global
reduzierte Level nach DNA-Schadigung publiziert werden konnten (Seiler, 2012; Shimada
et al., 2008; Tjeertes et al., 2009), zeigte auch in unserem Screening eine schnelle und
transiente Abnahme nach Bestrahlung, welche allerdings deutlich schwicher ausfallt wie
bei den anderen untersuchten Acetylierungen und nur nach 10 Gy nach 15 minund 1 h

eine Signifikanz erreicht.

Unsere Ergebnisse von H4K16ac, H4K5ac und H3K56ac deuten jedoch eher auf eine stabile
Reduktion dieser PTM nach Bestrahlung hin, welche mehr als 24 h anhilt. Die globale
Abnahme betrégt hierbei sowohl nach 2 Gy, als auch 10 Gy 20-30% im Vergleich zur
unbestrahlten Kontrolle, was darauf schlief3en lasst, dass es sich dabei wahrscheinlich nicht

nur um einen lokalen Effekt handelt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass es bei den meisten untersuchten PTM zu keinen
im Western-Blot messbaren Verdnderungen nach Bestrahlung kommt. Ausnahmen stellen
hierbei yH2AX, H3K4me3 und die Acetylierungen von H4K5, H4K16 und H3K56 dar.
Gemeinsam haben diese PTMs, dass es sich, bis auf den Schadensmarker yH2AX, um Marker

fiir aktiv transkribierte Chromatinregionen handelt.

3.2.2 Verinderungen im PTM-Muster in Abhingigkeit der
Strahlensensitivitit

Die Angaben in der Literatur zur Reaktion der PTM auf eine DNA-Schéddigung sind sehr
unterschiedlich und decken sich auch nur teilweise mit den Ergebnissen des in dieser Arbeit
vorgestellten Screenings. Eine mogliche Erklirung wire die Verwendung von
unterschiedlichen Zelllinien. Aus diesem Grund haben wir unsere Untersuchungen auf
weitere Zelllinien desselben Zelltyps, aber von verschiedenen Spendern ausgeweitet. Um
dabei noch einen weiteren interessanten Aspekt zu betrachten, wurden EBV-

immortalisierte Lymphoblastenzelllinien verwendet, die im Vorfeld auf Ebene ihrer
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Koloniebildungsfihigkeit auf ihre Strahlensensitivitit getestet wurden (Gdirtler et al., 2010).
Es handelt sich dabei um LCL-Zelllinien aus dem LUCY-Kollektiv junger
Lungenkrebspatienten (Schneider et al., 2008). Die Zelllinien 20037 und 4064 wurden als
relativ strahlenunempfindlich charakterisiert, vergleichbar mit der Zelllinie des gesunden
AT-Bruders. Die strahlensensitiven Zelllinien 4008, 4028, 36011 und 4060 erreichten im
Gegensatz dazu Uberlebenszahlen vergleichbar zu der ATM-defizienten Zelllinie des AT-

Patienten.

Fiir das Screening dieser Zelllinien haben wir sieben verschiedene PTM ausgewahlt, welche
entweder beim Screening in LCL-HuKo auffillig waren oder aus mechanistischer Sicht
bzw. auch durch aktuelle Publikationen, welche im Laufe dieser Arbeit von anderen

Arbeitsgruppen veroffentlicht wurden, interessant waren.

H2AX zeigt in allen untersuchten Zelllinien nach einer Stunde einen deutlichen Anstieg
der phosphorylierten Form, wobei deutlich zu erkennen ist, dass das Level von yH2AX im
AT-Patienten deutlich unter dem der strahlenunempflindlichen Zelllinien liegt. Insgesamt
kann man jedoch sagen, dass es keine Korrelation mit der Strahlenempfindlichkeit einer
Zelllinie gibt, weder bei der Hohe des yH2AX-Levels, noch bei der Persistenz des Signals
nach 24 h.

Bei der zwei- und dreifachen Methylierung von H3K4 ist ein mit der Strahlensensitivitit
korrelierender Effekt zu erkennen, welcher hauptsichlich erst nach 24 h in Vorschein tritt.
Bei H3K4me?2 ist die Verdnderung jedoch nicht einheitlich, denn drei der untersuchten
Zelllinien zeigen nach 10 Gy und 24 h eine Abnahme, die vierte Zelllinie eine Zunahme
des H3K4me2-Levels. Bei H3K4me3 kommt es bei den strahlensensitiven Zelllinien nach 1
h in der Zelllinie 4028 zu einer statistisch signifikanten Abnahme und bei 36011 zu einer
Zunahme. Einheitlich bei beiden Methylierungen ist, dass weder die drei
strahlenunempflindlichen Zelllinien, noch die Zelllinie des strahlensensitiven AT-
Patienten eine Reaktion auf Bestrahlung zeigen. Falls es wirklich eine Korrelation mit der
Strahlenempfindlichkeit und der Di- und Trimethylierung von H3K4 nach DNA-
Schéadigung gibt, scheint diese demnach auf anderen Mechanismen zu beruhen als der

Strahlenempfindlichkeit der Zellen des AT-Patienten. Die Stichprobe an unterschiedlichen
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Zelllinien ist allerdings zu gering, um statistisch belastbare Aussagen zu treffen. Durch das
uneinheitliche Muster sowohl an Zu-, als auch Abnahmen, lassen sich bei dem Ergebnis
auch keine mechanistischen Riickschliisse beziiglich der Demethylierung/Methylierung

von H3K4 ziehen.

H3K27me3 zeigt in insgesamt 4 Zelllinien nach 24 h eine Zunahme nach Bestrahlung,

allerdings ist diese nicht mit der Strahlenempfindlichkeit korreliert.

Aufgrund der deutlichen Abnahmen in den untersuchten Acetylierungen wurde auch in
den LUCY-Zelllinien ein Screening auf die H4K5ac-, H4K16ac- und H3K56ac-Level
durchgefithrt. Wie in der LCL-HuKo-Zelllinie kommt es auch hier hauptsichlich zu einer
Abnahme der globalen Menge. Eine Ausnahme stellt H3K56ac in der Zelllinie des AT-
Bruders dar, welches nach 1 h eine Zunahme um ca. 25% und nach 24 h eine Abnahme
zeigt. Ein besonders interessantes Ergebnis liefert die Analyse von H4K16ac, welches als
einzige untersuchte Zelllinie in wunserem Set eine klare Korrelation mit der
Strahlensensitivitat zeigt. Hier kommt es nach 24 h in allen strahlensensitiven LUCY-
Zelllinien zu einer deutlichen und signifikanten Abnahme, wihrend keine der als
strahlenunempfindlich charakterisierten Linien einen Effekt zeigt. Mit Abnahmen von 20-
30% ist es moglich, dass diese Hypoacetylierung nicht nur die yH2AX-Doménen involviert,
sondern auch genomische Regionen. Um diese Frage zu iiberpriifen, wiren allerdings
weitere Versuche notwendig, genau wie fiir eine statistisch relevante Aussage, ob die
H4K16ac in jungen Lungenkrebspatienten wirklich mit der Strahlensensitivitét korreliert
oder ob dies nur aufgrund der geringen Stichprobe der Fall ist. Fiir eine belastbare Aussage

miissten deutlich mehr Zelllinien analysiert werden.

Wiirden sich die Ergebnisse bestitigen, wire das eine faszinierende Erkenntnis. Es ist
moglich, dass eine verminderte Reparaturfihigkeit wie sie in den strahlensensitiven
Zelllinien auftritt, die Wiederherstellung der Chromatinstruktur behindert und damit zu
einer langerfristigen Hypoacetylierung fithrt. Auf der anderen Seite wire es aber auch
moglich, dass die nach einem Schaden lang andauernde Hypoacteylierung von H4K16ac zu
einer reduzierten DNA-Reparatur fiihrt, wie sie von einigen postuliert wird (Krishnan et

al., 2011; Peng et al., 2012; Sharma et al., 2010). Des Weiteren konnte die Hypoacetylierung
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von H4K16 zu einer transkriptionellen Deregulierung und damit zu einer Radiosensitivitit
fithren (Fiillgrabe et al., 2013; Horikoshi et al., 2013). Publikationen der letzten Jahre
konnten zeigen, dass eine Hypoacetylierung von H4K16 zu einer verstirkten Bindung von
53BP1 und damit einer reduzierten Bindung von BRCA1 an den Schadensstellen fithrt. Am
Schaden gebundenes 53BP1 verhindert eine Resektion und fordert damit die Reparatur via
NHE]J, wihrend BRCA1 die Resektion fordert und damit die Reparatur mittels HR (Hsiao
und Mizzen, 2013; Miller et al., 2010; Tang et al., 2013).

Fir statistisch belastbare Ergebnisse zur Reaktion von verschiedenen Zelllinien des
gleichen Typs, bzw. auch von unterschiedlichen Zelltypen, miissten noch mehr Zelllinien
in das Screening mit einbezogen werden. Zusammenfassend kann man aufgrund der im
Zuge dieser Arbeit generierten Daten aber sagen, dass fiir die meisten PTM die
interindividuellen Unterschiede gréfier zu sein scheinen wie der Effekt, der durch eine

DNA-Schiddigung und -Reparatur ausgeldst wird.

3.3 Zusammenfassung und Ausblick

Im Zuge dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Chromatinstruktur und DNA-

Reparatur einen klaren wechselseitigen Einfluss aufeinander haben.

So konnte gezeigt werden, dass auch eine kiinstliche Hyperkondensierung des Chromatins
zu Einschriankungen in der Akkumulierung der DNA-Reparaturfaktoren und damit der
Verhinderung einer effizienten DNA-Reparatur fiihrt. Diese Beobachtungen decken sich
mit Publikationen zur DNA-Reparatur in Heterochromatinbereichen oder auch wahrend
der Mitose. Sie beschreiben einheitlich, dass kondensiertes Chromatin eine Barriere fiir die
DNA-Reparatur darstellt. Ohne weitreichende Mechanismen wie einer Auflockerung des
Chromatins und einer Relokalisierung des Schadens an die Peripherie, wire eine
vollstaindige DNA-Reparatur in HC-Bereichen nicht méglich (Chiolo et al., 2011). Wéhrend
der Mitose wird die vollstindige DNA-Reparatur sogar komplett unterdriickt und erst
vollendet, wenn die Zelle in die G1-Phase eingetreten ist (Orthwein et al., 2014). Diese
Daten beziehen sich hauptsidchlich auf die DNA-Reparatur von DSBs mittels HR, da hier

die Gefahr von Verlust oder Duplikationen durch Paarung innerhalb hochrepetitiver
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Sequenzen (HC) oder von Telomerfusionen (Mitose) besteht (Peng und Karpen, 2008;
Orthwein et al., 2014).

Dennoch wire es aufgrund der von uns generierten Daten interessant, in weiterfithrenden
Versuchen spezifische Proteine aus anderen Reparaturwegen wie dem NHE] oder der
Basenexzisionsreparatur (Einzelstrangbruchreparatur) auf ihre Akkumulierungsfiahigkeit
zu untersuchen. Durch die stabile und effiziente Phosphorylierung von H2AX auch in stark
hyperkondensiertem Chromatin, in dem keines der anderen untersuchten Proteine noch in
der Lage war am Schadensort zu binden, konnten wir zeigen, dass auch hier noch DNA-
Reparaturmechanismen greifen. Es wird vermutet, dass das NHE] auch in
hochkondensiertem Chromatin wie mitotischen Chromosomen wenig bis nicht
beeintrachtigt ist (Heijink et al., 2013). Die Methode der kiinstlichen Hyperkondensierung

iiber hypertones Medium wire eine Moglichkeit, um dies ndher zu untersuchen.

Bei dem Screening von einer Reihe an PTM auf ihre globalen Verdnderungen nach
strahleninduzierten DNA-Schiden konnten wir zwar in normalen menschlichen
Lymphoblasten einen Einfluss auf das globale PTM-Muster nachweisen, die Reaktion bei
den Methylierungen war hier jedoch eher gering. Nur in bei H3K4 kam es zu statistisch
signifikanten Abnahmen nach der Bestrahlung. Im Gegensatz dazu zeigten alle
untersuchten Acetylierungen, sowohl von H3 als auch H4, eine deutliche und
langanhaltende Hypoacetylierung nach Bestrahlung. Ahnliche Ergebnisse konnten auch
bei dem weiterfiihrenden Screening mit einem Set an LCL-Zelllinien aus jungen
Lungenkrebspatienten gewonnen werden. Bei allen untersuchten PTM waren die
interindividuellen Unterschiede zwischen den Zelllinien so grof3, dass davon auszugehen
ist, dass es keine bis wenige PTM gibt, die in verschiedenen Zelllinien auf globaler Ebene
eine gleiche, reproduzierbare Reaktion auf Bestrahlung zeigen. Dies ist eine sehr
interessante Erkenntnis, da fast alle bisher publizierten Ergebnisse zu den Verdnderungen
im PTM-Muster nach einer DNA-Schiddigung nur in jeweils einer Zelllinie nachgewiesen
wurden. Unsere Daten zeigen, dass fiir belastbare Aussagen hier jeweils darauf geachtet
werden sollte, Zelllinien verschiedener Zelltypen, bzw. auch gleicher Zelltypen aber

verschiedener Spender zu untersuchen. Eine interessante Ausnahme bei unserem Screening
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stellt H4K16ac dar. Hier konnte zwar keine einheitliche Reaktion in allen untersuchten
Zelllinien gezeigt werden, aber eine klare Korrelation mit der Strahlensensitivitit der
Zellen. Eine langanhaltende Hypoacetylierung trat in den Zelllinien auf, welche eine
erhohte Strahlensensitivitidt zeigten. Hypoacetylierung von H4K16 wurde bereits mit
Tumoren in Verbindung gebracht (Fraga et al., 2005). Sowohl Klasse I als auch III Histon
Deacetylasen (HDACs) sind in der Lage H4K16ac zu deacetylieren (Gong und Miller, 2013).
HDAC-Inhibitoren nehmen immer mehr an Bedeutung zu als Tumormedikamente und
haben das Potential die Strahlenempfindlichkeit von Tumorzellen zu erhéhen (Groselj et
al., 2013). In Verbindung mit unseren Ergebnissen ldsst dies den Schluss zu, dass in
manchen Situationen die Verhinderung der Hyperacetylierung von H4K16 zu einer
erhohten Strahlensensitivitit der Zellen fithren konnte, was wiederum eine interessante

Erkenntnis fiir die epigenetische Tumortherapie sein kann.

Fiir eine klare Aussage diesbeziiglich bediirfte es aber noch deutlich mehr Untersuchungen,
um eine mdgliche Beziehung zwischen Strahlenantwort und Hypoacetylierung
herzustellen. Dasselbe gilt fiir allgemeingiiltige Aussagen beziiglich der Verdnderungen
vom globalen Level verschiedener PTMs nach Schadensinduktion. Nachdem die Analyse
mittels Antikorper zwar immer noch die gangigste ist, aber aufgrund von hoher qualitativer
Variabilitdt einzelner Produktionsreihen und wiederholt dokumentierter Kreuzreaktivitat
bei nahe verwandten PTMs immer ofter in der Kritik steht, sollte man fiir weitere
Untersuchungen in Erwagung ziehen, auf antikorperfreie Analysen umzusteigen (Minaker
et al., 2012). Ein grofd angelegtes Screening von Egelhofer et al., 2011, welches iiber 200
verschiedene, kommerziell erhiltliche Antikorper gegen 57 verschiedene PTM getestet
haben, hat gezeigt, dass 25% der von ihnen getesteten Antikorper Probleme bei der
Spezifitiat oder der Einsetzbarkeit in verschiedenen Methoden hatten. Dementsprechend
miisste jeder Antikorper im jeweiligen Labor vor der Anwendung in jeder Methode auf
seine Spezifitit getestet werden. Dies kostet nicht nur viel Zeit und Ressourcen, sondern ist
auch oft gar nicht moglich, weil kommerziell keine geeigneten Peptide zum Testen

erhiltlich sind, wie wir selbst im Zuge dieser Arbeit mehrfach feststellen mussten.
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Der wechselseitige Einfluss von Chromatin und DNA-Reparatur ist und bleibt, nicht nur
mit Hinblick auf den immer stiarker wachsenden Markt der epigenetischen Tumortherapie,
ein spannendes Forschungsfeld bei dem noch lange nicht alle mechanistischen

Zusammenhinge gekldrt sein werden.
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4 Methoden

4.1 Zellkultur

4.1.1 Kultivierung der Zellen

Die adhidrent wachsenden HeLa- und U20S-Zellen wurden in RPMI-Medium mit 10%
FCS, 100 U/ml Penicillin, 50 pg Streptomycin und L-Glutamin kultiviert. Zur
Aufrechterhaltung der Kultur wurden die Zellen, entsprechend ihrer
Wachstumsgeschwindigkeit, vor Erreichen der Konfluenz, gesplittet. Die Zellkultur der
EBV-transformierten lymphoblastoiden Zelllinien aus dem LUCY-Kollektiv und die
entsprechenden verwendeten Kontrollen wurden im S2-Labor des Bundesamtes fiir
Strahlenschutz (Oberschleifheim) durchgefiihrt. Die Zelllinien wurden mit 0,5 x 10° Zellen
pro ml ausgesit und die Zellzahl alle zwei bis drei Tage bestimmt. In der logarithmischen
Phase wurden sie zweimal pro Woche im Verhiltnis 1:3 passagiert. Hierfiir wurde die
Zellsuspension gut resuspendiert und die Zellen 10 min bei 200 x g zentrifugiert. Das
Sediment wurde in frischem RPMI 1640 mit 10 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomyin

aufgenommen und die Zellzahl bestimmt.

Samtliche verwendete Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO: kultiviert.

4.1.2 Aussaat der Zellen fiir die Ionenmikrobestrahlung

Es ist nicht moglich, die Zellen in gingigen Zellkulturgefif’en zu bestrahlen, da die
beschleunigten Ionen Plastik oder Glas nicht durchdringen kénnen. Deswegen miissen die
Zellen fiir die Versuche in geeigneten Behiltern ausgesit werden. Hierfiir wurden spezielle
Edelstahlringe, siehe Abbildung 4.1, verwendet, die mit einer 6 pm dicken Mylarfolie

bespannt wurden, auf der die Zellen ausgesit wurden und adhdrent wachsen.
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Edelstahlringe

Boden aus 6 pm Mylarfolie

Edelstahlringe

I

Abbildung 4.1. Zeichnung eine Edelstahlzellbehilters in Ringform zur Bestrahlung der Zellen mit a-

Partikeln oder Ionen und anschliefSender Immunfluoreszenzfirbung. Links: Seitenansicht; rechts:
Aufsicht (S. Auer, Dissertation 2012). Die Zellen wurden direkt auf der 6 um Mylarfolie ausgesit und
mit 2 ml Medium bedeckt. Nach der Inmunfluoreszenz wurde ein rundes Deckglischen aufgelegt
und der darunter liegende Teil der Folie ausgeschnitten und fiir die Mikroskopie auf einen
Objekttrager transferiert.

Um eine optimale Anheftung der Zellen zu gewidhrleisten, wurde die Mylarfolie vor der
Aussaat der Zellen mit 1 pg Cell-TAK™ (BD Biosciences) pro cm? beschichtet. Hierfiir
wurde das Cell-TAK™ in 0,1 M NaHCOs-Losung verdiinnt und ganzflichig auf der
Folienoberfliche verteilt. Nach einer 20-miniitigen Inkubationszeit erfolgten zwei

Waschschritte mit sterilem, deionisiertem Wasser und eine Trocknungsphase.

Je nach Generationszeit der Zellen wurde am Tag vor der geplanten Bestrahlung eine
definierte Zellzahl in 2 ml Medium ausgesdt, um zur Bestrahlung einen zu ca. 80%
konfluenten Zellrasen vorliegen zu haben. Bei HeLa-, HeLa-53BP1-GFP- und U20S-Zellen
wurden jeweils 250.000 Zellen pro Zellbehilter ausgesit, bei BJ1-hTERT-Zellen waren es
300.000. Um Sterilitit zu gewdhrleisten, wurden die Edelstahlringe in 5 cm Petrischalen

aufbewahrt und so auch bis zur Immunfluoreszenzfirbung inkubiert.

4.1.3 Behandlung der Zellen mit verschiedenen Salzkonzentrationen

Wenn nicht anders beschrieben, wurde zehn Minuten vor der Bestrahlung das isotone
Medium durch das entsprechende, in der Osmolaritdt variierte Medium, ausgetauscht. Die
Osmolaritit bezeichnet dabei die Teilchenzahl einer osmotisch aktiven Substanz pro Liter
Losungsmittel. Direkt nach der Bestrahlung erfolgte ein erneuter Medienwechsel, bevor die

Zellen eine Stunde in dem entsprechend osmolarem Medium bei 37°C und 5% CO: bis zur
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Fixierung  inkubiert = wurden.  Dieses  Protokoll = wurde  sowohl  fiir
Immunfluoreszenzversuche, als auch bei Proteinextraktionen fiir eine Western-Blot
Analyse verwendet. Wurden die Zellen nicht bestrahlt, erfolgte eine 60-miniitige

Inkubation in dem entsprechenden Medium, ohne erneuten Wechsel, bis zur Fixierung.

Herstellung des hypotonen und der hypertonen Medien:

Hypoton 140 mOsm 1 Teil Medium + 1 Teil deionisiertes Wasser

Hyperton 570 mOsm 1 Teil 20 x PBS + 19 Teile Medium

Hyperton 660 mOsm 1,5 Teile 20 x PBS + 18,5 Teile Medium

Hyperton 750 mOsm 2 Teile 20 x PBS + 18 Teile Medium

Tabelle 4.1. Mischungsverhéltnis von Medium mit deionisiertem Wasser bzw. 20 x konzentriertem
PBS zur Herstellung von Medien mit unterschiedlichen Osmolarititen (Albiez et al., 2006;
Breitkopf, 2007).

4.2 Bestrahlung der Zellen

4.2.1 Ionenmikrobestrahlung mit SNAKE

Mit dem Supraleitenden Nanoskop fiir Angewandte Kernphysikalische Experimente
(SNAKE) ist es moglich, gezielt zu bestrahlen. Hierfiir wird der Ionenstrahl des Garchinger
14 MV Tandembeschleunigers mit Mikroschlitzen so beschnitten, dass er mit Hilfe einer
supraleitenden Multipollinse verkleinert und als Mikrostrahl in der Fokalebene abgebildet

werden kann.
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Abbildung 4.2.  Strahlplatz SNAKE fiir die Bestrahlung von Zellen mit Schwerionen in kleinem Winkel.
Links im Bild die Ionen-Austrittsnase, die fiir die Bestrahlung nah an die Halterung gebracht wird,
welche sich in 10°-Winkel zu dem Ionenstrahl befindet. Auf diese Halterung wird der
Edelstahlzellbehilter (ringférmig, rechts im Bild) gesetzt, in welchem auf einer ionendurchlissigen
Mpylarfolie die zu bestrahlenden Zellen wachsen.

Erst am Strahlplatz (Abbildung 4.2), an dem die lebenden Zellen mit den Ionen beschossen
werden, tritt der Strahl durch eine Austritts6ffnung mit 1 mm Durchmesser, iiber die eine
7,5 pm dicke Kaptonfolie gespannt ist, aus dem Vakuum aus. Diese Austrittsnase wird fiir
die Schrigbestrahlung in einem 10°-Winkel an die Mylarfolie der Edelstahlringe angesetzt.
Der Bestrahlungsmodus ist so gewihlt, dass im bestrahlten Bereich pro Zelle im

Durchschnitt 1 bis 3 Ionen appliziert werden.

4.2.2 Rontgenbestrahlung

Die Rontgenbestrahlung erfolgte mit einer Philips MCN-Rontgenrohre mit 300 kV bei 10
mA. Hierbei wurden 2,5 + 4,0 mm Aluminium- und 1.0 mm Kupferfilter verwendet, bei
einer Dosisleistung von 2 Gy pro Minute. Fiir eine nachfolgende Proteinextraktion wurden
die Zellen in Zellkulturschalen oder -flaschen bestrahlt. Bei einer anschliefenden
Fixierung und Immunfluoreszenzfirbung wuchsen die Zellen auf einer Mylarfolie in den

Edelstrahlringen, welche auch fiir die Bestrahlung an SNAKE verwendet werden.
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4.2.3 Gamma-Bestrahlung an der Cédsium-Quelle

Alle EBV-immortalisierten lymphoblastoiden Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen, an
einer Cs-¥-Quelle (HWM-D 2000, Waelischmiiller) am Helmholtz-Zentrum
(OberschleifSheim) mit einer Dosisleistung von 0,54 Gy/min, bestrahlt. Dies wurde von
Frau Anne Giirtler (Bundesamt fiir Strahlenschutz, Oberschleiffheim) durchgefiihrt. Die
unbestrahlten Kontrollen wurden ebenfalls dem Weg zur Quelle und der Zeit bei

Raumtemperatur ausgesetzt, um dieselben Bedingungen fiir alle Proben zu schaffen.

4.3 Immunfluoreszenzfirbung

Vor der Fixierung wurde das Medium entfernt und die Zellen wurden schnell mit PBS
gewaschen. Bei einer vorangegangenen Behandlung mit hypo- oder hypertonem Medium
wurde hierbei PBS entsprechender Osmolaritit verwendet. Fiir die Fixierung und Farbung
in den Edelstahlringen wurde bei allen Schritten ein Fliissigkeitsvolumen von 2 ml
verwendet. Die Fixierung der Zellen erfolgte iiber 15 min mit einer 2% Paraformaldehyd-
Losung. Es folgte ein kurzer Waschschritt in PBS und anschlief’end eine Permeabilisierung
iiber drei mal 5 min Inkubationen mit einer 0,1% PBS-Triton-X-100-Losung. Unspezifische
Bindestellen wurden mit einer 1% BSA und 0,15% Glycin enthaltenden PBS-Losung
abgesittigt. Dies erfolgte in drei, jeweils 10 min andauernden Waschschritten.
AnschliefSend wurde die Fliissigkeit vollstindig entfernt. Die primaren Antikorper wurden
in 75 pl Blocklésung verdiinnt und auf die Zellen aufgetropft. Die Antikdrperinkubation

erfolgte iiber Nacht bei 4°C in einer feuchten, geschlossenen Kammer.

Am nichsten Tag wurden die Zellen 5 min mit PBS gewaschen, um dann erneut 10 min mit
PBS + Triton permeabilisiert zu werden. Es folgte ein weiterer Waschschritt von 5 min
Linge mit PBS, bevor 7 min geblockt wurde. Die fluoreszenzmarkierten sekundéren
Antikorper wurden ebenfalls in 75 pl Blockreagenz verdiinnt und nach sorgfiltiger
Flissigkeitsabnahme auf die Zellen aufgebracht. Die Inkubation erfolgte bei
Raumtemperatur fiir 45 min. AnschliefSend folgten mehrere Waschschritte (2 x 5 min mit
PBS + Triton, 1 x 10 min mit PBS und nochmals 2 x 7 min mit PBS), bevor die DNA mit

DAPI gefarbt wurde. Die DAPI-Stamml6sung wurde hierfiir 1:10000 in PBS verdiinnt und
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fiir 90 s auf dem Zellrasen belassen. Nach zwei 2 min Waschschritten mit PBS wurde die
Flissigkeit vollstindig entfernt und die Zellen wurden unter einem 20 oder 22 mm
Durchmesser Deckgldaschen mit Vectashield® eingebettet. Fiir die Mikroskopie wurde das
Deckgldaschen, mit den aus der Mylarfolie angehefteten Zellen, auf einen Objekttriger
iibertragen. Hierfiir wurde eine feine, erhitzte Stahlspitze verwendet, mit der die Mylarfolie
durchtrennt werden konnte. Anschliefend wurden Folie und Deckgldschen mit Nagellack

auf dem Objekttriger fixiert.

4.4 Epi-Fluoreszenzmikroskopie

Fiir die Bildakquise wurde ein inverses Epifluoreszenzmikroskop von Zeiss (AxioObserver
Z1) mit der AcioCamMr3 (Zeiss) Kamera und einem Zeiss Plan-Neofluar 63x/1.3
Glycerinobjektiv verwendet. Die Steuerung erfolgte iiber die AxioVision 4.6 Software von
Zeiss. Es wurden folgende Filter verwendet: 01 (BP 365/12) fiir DAPI, 38HE (BP470/40
(HE)) fiir GFP bzw. Alexa488 und Filter 20 (BP 546/12) fiir Cy3. Bei Z-Bilderstapeln betrug
der Abstand zwischen den optischen Schnitten 250 nm. Die Aufnahmen wurden

sequenziell fiir alle Kanile bei jedem Schnitt aufgenommen.

4.5 Auswertung der Bilddaten

4.5.1 Zellkernflichenbestimmung mit Image]

Die Bestimmung der Zellkernfliche erfolgte mit dem Image]-Plugin , Sync Measure 3D". Es
wurden Z-Projektionen des DAPI-Kanals fiir die Bestimmung der Zellkernfliche
verwendet. Mit der Schaltfliche Start Measurements wird die Messung begonnen und
fiir jeden Zellkern wurde eine Region of Interest (ROI) definiert. Mit der Scrollleiste kann
individuell fiir jede ROI ein Schwellenwert angegeben werden, der die Grofde des Zellkerns
nachempfindet und den Hintergrund ausschlief3t. Durch Doppelklick in die jeweilige ROI
werden die Daten ausgelesen und eine Angabe iiber die von dem Schwellenwert

eingeschlossene Fliche kann gespeichert und weiter ausgewertet werden.
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4.5.2 Bestimmung des Focivolumens

Fiir die Bestimmung des Focivolumens wurde der FociPicker3D (Du et al., 2011), ein Plugin
fiir Image] verwendet. Wie in Abbildung 4.3 dargestellt, berechnet der Algorithmus fiir
jeden Fokus einen eigenen Schwellenwert. Im Gegensatz zu Programmen, die einen
Schwellenwert fiir den gesamten auszuwertenden Bereich festlegen, bietet diese
Herangehensweise entscheidende Vorteile. Nachdem die einzelnen Foci auch innerhalb
nur einer Zelle stark in ihrer Intensitit variieren konnen, fithrt ein allgemeiner
Schwellenwert, der fiir eine ganze Zelle oder einen Bildausschnitt festgelegt wird, immer
zu einem Kompromiss. Je nach Wahl des Schwellenwertes konnen entweder schwache Foci
nicht mehr detektiert werden, oder stirkere werden als ein Fokus gezdhlt, die bei einem
anderen Schwellenwert als dicht beieinanderliegende Einzelfoci erkannt worden wiren.
Sowohl die schwachen, als auch die dicht beieinanderliegenden Foci kénnen mit dem

Algorithmus des FociPicker3D aufgeldst werden.

250

200+

0 2 4 6 8
Distance (upm)
Abbildung 4.3. Prinzip des FociPicker3D Algorithmus am Beispiel eines Plotprofils einer mit DNA-
Reparaturfaktoren dekorierten Ionenspur in einem Zellkern. Wie in dem Immunfluoreszenzbild und
dem Plotprofil zu sehen, variiert sowohl die Intensitit der Foci, als auch ihr Abstand zueinander.

Durch die lokalen Schwellenwerte (in bunt dargestellt) ist es moglich, beides aufzulésen (Du et al.,
2011).
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Fir die Auswertung wurden Zellkerne ausgewidhlt und einzeln mit dem Foci-Picker
analysiert. Das Hintergrundlevel wurde auf ,uniform® gesetzt und entsprechend der
Qualitdt des Mikroskopiebildes und des Antikérpers angepasst. Die Toleranz wurde

aufgrund einer Empfehlung von Dr. Guanghua Du auf 200 gesetzt.

4.5.3 Bestimmung der Trackldnge

Die Tracklingen wurden mit Hilfe der Daten des Foci-Pickers errechnet. Dieser ermittelt
nicht nur das Focivolumen, sondern auch die Lage der Mittelpunkte der einzelnen Foci um
dreidimensionalen Raum. Fiir die Tracklingenbestimmung wurde der Fokus mit dem
kleinsten X-Wert als Referenz gesetzt und die anderen Werte entsprechend hierzu in
Referenz genommen, um den Abstand der beiden am weitesten voneinander entfernten

Foci in jeder Zelle zu ermitteln.

4.5.4 Quantifizierung von Korrelation zwischen zwei Signalen

Zur Beurteilung und Quantifizierung der Focibildung verschiedener DDR-Faktoren nach
Behandlung der Zellen mit verschiedenen Osmolaritidten, wurden die Zellkerne zunéchst
in 3D mikroskopiert. Fiir die Auszdhlung wurden Z-Projektionen verwendet und die
Helligkeit und der Kontrast so verdndert, dass ein optimales Ergebnis erzielt werden
konnte. Es wurden jeweils die Zellen gezdhlt, die Focibildung an Schdden aufweisen, die
eindeutig durch die Bestrahlung mit Schwerionen entstanden sind. Es wurden hier separat
die yH2AX-Signale und die Signale des weiteren DDR-Faktors gezdhlt. AnschliefSend

wurden die Zahlen mit den yH2AX positiven Zellen als Referenz ins Verhiltnis gesetzt.

4.6 Proteinextraktion fiir Western-Blot-Experimente

4.6.1 Extraktion von Kern- und zytoplasmatischen Proteinen

Fir die Isolation und Auftrennung der Proteine in eine Kern- und zytoplasmatische

Fraktion wurde der ProteoJET™ Cytoplasmatic and Nuclear Protein Extraction Kit von
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Fermentas verwendet. Es wurden 1 x 107 Zellen und folgende Proteaseinhibitoren

eingesetzt:

Leupeptin: 20 pg/ml
Pepstatin A: 10 pg/ml
Aprotinin: 20 pg/ml
NOV: 10 mM

PMSF: 10 mM

Die Proteinextraktion erfolgte nach Angaben des Herstellers.

4.6.2 Gesamtzellextraktion von adhirent wachsenden Zellen

Die Zellkulturflaschen wurden auf Eis gestellt, das Medium entfernt und anschlieffend zwei
Mal schnell mit eiskaltem PBS gewaschen. Ca. 100 pl RIPA-Puffer (150 mM NaCl, 1 % NP-
40, 10 mM MDOGC, 0,1 % SDS, 50 mM Tris-HCl pH 8,0) pro 12.000 Zellen wurde mit
Protease-, Phosphatase- und Histondeacetylaseinhibitoren versetzt (Roche: Complete mini,
PhosStop; Natriumbutyrat: 5 mM) und gleichmiflig auf dem Zellrasen verteilt. Nach 3-5
min Inkubationszeit auf Eis wurden die lysierten Zellen mit einem Zellschaber vom
Flaschenboden gelost und in ein gekiihltes 1,5 ml Reaktionsgefifd iiberfithrt. Zur
Denaturierung der Proteine wurden die Proben fiir 10 min auf 104°C erhitzt und

anschliefSend bei -20°C gelagert.

4.6.3 Gesamtzellextraktion aus Suspensionszellen

5 - 10 x 10°%- Zellen wurden der Zellkultur entnommen und bei 500 x g und 4°C fiir 5 min
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Zellpellett in eiskaltem PBS
resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde noch einmal
wiederholt. Ca. 100 pl RIPA-Puffer, mit zugesetzten Protease-, Phosphatase- und
Histondeacetylaseinhibitoren wurde pro 12.000 Zellen zugegeben und wihrend einer
Inkubationszeit von 4-5 min auf Eis mehrfach gut gemischt. AnschliefSend wurde das Lysat
in vorgekiihlte 1,5 ml Reaktionsgefafie iiberfiithrt und fiir 10 min auf 99°C erhitzt. Die
Lagerung erfolgte bei -20°C.
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4.7 Gelelektrophorese und Western-Blotting

4.7.1 Auftrennung der Proteine

Um die DNA aus dem Gesamtzellproteinextrakt zu entfernen, wurden die Proben bei -
20°C eingefroren und anschliefend unter stindigem Schiitteln so weit aufgetaut, dass nur
noch der Kern der Probe gefroren war. Ein anschliefSendes Zentrifugieren bei 12000 x g
fiir 1,5 min bewirkt ein Pelletieren der DNA, da diese einen niedrigeren Gefrierpunkt wie
die Proteinldsung besitzt. Der Uberstand konnte nun in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefif}

iiberfiihrt und fiir die weitere Analyse verwendet werden.

Die Proteinextrakte wurden mit 4 x Laemmlipuffer gemischt, fiir 8 min auf 95°C erhitzt
und anschlieffend auf 10% Bis-Tris Gele von Invitrogen oder 12% TGX-precast Gele von
BioRad aufgetragen. Die Separation erfolgte bei 100V bis die Lauffront das untere Ende der
Gelkammer erreicht hatte. Als Proteingrofienstandard wurde der Precision Plus Dual Color

Protein Standard von BioRad verwendet.

4.7.2 Western-Blotting

Fir den Elektrotransfer wurde das Gel aus der Plastikkassette gelést und auf drei in
Transferpuffer =~ (NuPAGE Invitrogen) equilibrierte  Blotpapiere und einer
Nitrozellulosemembran platziert und mit weiteren drei Blotpapieren bedeckt. Luftblaschen
zwischen den Schichten wurden entfernt und Gel und Membran wurden fiir den Transfer
in eine mit NuPAGE-Transferpuffer gefiillte Wet-Blot Kammer (PeqLab) iiberfiihrt. Das
Blotting erfolgte bei 4°C iiber Nacht bei 30 Volt. Nach dem Blotting wurde die Membran
mit Ponceau Rot in 10% Trichloressigsdure gefirbt, um den Erfolg des Transfers
nachzuweisen. Um die Vollstindigkeit des Transfers der Proteine aus dem Gel auf die
Membran nachzuweisen, wurde das Gel fiir 1 h in der Coomassiefdarbelésung inkubiert und
anschliefSend fiir 2 h wieder entfirbt. Wahrenddessen wurde die Membran fiir eine Stunde
in dem Blockreagenz geschiittelt. Dieses wurde entsprechend dem Antikérper und den
Herstellerangaben gewihlt (siehe Tabelle 5.6.1). Die Inkubation mit dem primiren

Antikorper erfolgte anschlieflend entweder fiir 1-2 h bei Raumtemperatur, oder bei 4°C
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iiber Nacht, in 50 ml Rohrchen auf einem Rotationsschiittler. Nach drei Waschschritten
von je 5 min mit PBS-Tween 0,3% wurde die Membran fiir 45 min in 20 ml Blocklésung
mit einem HRP-gekoppelten sekunddren Antikérper (Santa Cruz) inkubiert. Nach
anschlieffenden drei Waschschritten mit PBS-Tween 0,3% und einem mit PBS, um das

Tween zu entfernen, erfolgte die Detektion mittels Chemilumineszenz.

4.7.3 Detektion und Quantifizierung des Chemilumineszenzsignals

Die Immunodetektion des Antikdrpers erfolgte mit dem Amersham™ ECL™ Advance
developer (GE Healthcare). Die Losungen A und B wurden in einem 1:1 Verhiltnis
gemischt und die Membran anschlief3end darin fiir 4-5 min inkubiert. Die Aufnahme des
Chemilumineszenzsignals erfolgte mit einem CHEMISMART documentation system
(peqlab, Vilber Lourmat) und der Chemi-Capt 5000 software. Es wurden 16-bit Bilder mit
der hochsten Auflosung aufgenommen. Die anschliefende relative Quantifizierung erfolgte
mit der Bio-1D Software (Vilber Lourmat). Hierbei erfolgte anhand der Fliche und der
Lichtintensitdit der Banden eine relative Quantifizierung auf eine unbestrahlte/
unbehandelte Kontrolle. Diese Werte wurden anschliefSend auf eine interne Ladekontrolle

(Tubulin alpha, SMC-1) normiert.

4.7.4 Quantifizierung geringer Proteinkonzentrationsunterschiede

Da in dieser Arbeit sehr geringe Unterschiede und Verdnderungen in den Proteinmengen
untersucht wurden, war es wichtig sicherzustellen, dass die verwendete Methode geeignet
ist, um exakte und reproduzierbare Ergebnisse auch bei nur kleinen Verdnderungen
nachzuweisen. Hierfiir wurde besonderes Augenmerk auf ein standardisiertes Protokoll
und ebensolche Materialien gelegt sowie auf eine exakt gleichmifiige Beladung. Zum
Nachweis, dass es moglich ist, kleine Unterschiede zu detektieren, wurden Western-Blot

Analysen mit Verdiinnungsreihen von ein und derselben Probe durchgefiihrt.
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Change of H3K4me2 in serial dilution
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Abbildung 4.4. Verdiinnungsreihe mit unterschiedlichen Volumina eines Gesamtzellextraktes mit
Unterschieden von 15% bis 45%, bezogen auf die erste Spur. a + b: Quantifizierung von Western-
Blots, dargestellt sind zwei Blots aus unabhangigen Experimenten. (a) Veridnderung von H3K4me2,
normalisiert auf die erste Spur. (b) Quantifizierung normalisiert auf die erste Spur und auf Tubulin
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alpha. (c) Western-Blot von H3K4me?2 und Tubulin alpha. Die GrofSe und die Intensitit der Spuren
reflektiert die geladene Proteinmenge.

Wie in Abbildung 4.4 zu sehen, ist eine Quantifizierung auch bei geringen
Proteinmengenunterschieden von weniger als 20% moglich und auch reproduzierbar. Die
unterschiedlich aufgetragenen Volumina wurden sowohl im Signal von Tubulin alpha, als
auch von H3K4me2 reflektiert. Bezogen auf die interne Ladekontrolle sieht man

dementsprechend keine Verdnderungen in der Menge von H3K4me?2.

4.8 Peptid Competition Assay

Fir die weiterfithrenden Analysen an den LUCY-Zelllinien im Anschluss an das LCL-
HuKo-Screening wurden, soweit dies moglich war, die kommerziell erworbenen
Antikorper auf ihre Spezifitit und mogliche Kreuzreaktionen mit anderen
Histonmodifikationen untersucht. Hierfiir wurden spezifische Peptide verwendet, die in
ihren Epitopen spezifisch von dem jeweiligen Antikorper erkannt werden sollten. Fiir den
Test beim Western-Blotting wurde 1 ug Peptide mit dem Antikérper in seiner gewohnten
Verdiinnung im entsprechenden Blocking-Reagenz fiir 1 h bei 37°C vorinkubiert.
AnschliefSend wurde die Blotting-Membran zu dem vorinkubierten Antikorper gegeben

und die Membran wie unter Punkt 4.7.2 beschrieben weiter behandelt.

Fir die Acetyl-Antikorper konnte keine Kreuzreaktion mit den jeweils anderen
Acetylierungen nachgewiesen werden (Anhang 4). Fiir H3K9ac, H4K5ac und H4K16ac
konnte zudem gezeigt werden, dass sie ihr Epitop spezifisch erkennen. Fiir H3K56ac war
kein korrespondierendes Peptid gewerblich erhiltlich, sodass nur Wechselwirkungen mit
den anderen Epitopen ausgeschlossen werden konnten. Die Methyl-Antikorper, welche
auch von dieser Arbeit verwendet wurden, wurden zeitgleich von Frau Seiler fiir ihre
Dissertation (Seiler, 2011) getestet. Fiir die H3K4- und H3K9-Methylierungen konnten nur
keine, bis sehr schwache Wechselwirkungen mit anderen Epitopen nachgewiesen werden.
Die Antikérper fiir die H4K20-Methylierung zeigten starke Kreuzreaktionen mit anderen
Methylierungen und wurden auch in dieser Arbeit nach dem Screening der HuKo-Zelllinie

fiir keine weiteren Analysen verwendet. Zusitzlich getestet wurde noch der H3K27me3-
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Antikorper. Es konnte klar gezeigt werden, dass dieser spezifisch sein Epitop erkennt

(Anhang5).

4.9 Durchflusszytometrie zur Bestimmung apoptotischer Zellen

Fiir die Analyse der Apoptoserate nach Hypertonbehandlung wurden 5x10%-Zellen in 96-
well Platten ausgesdt. Die Behandlung mit hypertonem Medium erfolgte am nichsten Tag
fir 1 h oder 24 h. Anschlieffend wurden die Zellkerne mit Nicoletti-Puffer, einem
hypotonem Propidiumiodid (PI)-Féarbepuffer (50 pg/ml Propidiumiodid, 0,1% (w/v) Tri-
Natriumcitratdihydrat, 0,1% (v/v) Triton X-100 in deionisiertem Wasser) (Riccardi and
Nicoletti, 2006), gefarbt und aus den Zellen gelost. Hierfiir wurde das Medium entfernt und
die Zellen 5 min bei 37°C mit 200 pl Nicoletti-Puffer pro 10.000 Zellen inkubiert. Die
Suspension aus Puffer und Zellkernen wurde bis zur Durchflusszytometrie bei 4°C

aufbewahrt.

Die Durchflusszytometrie wurde an einem BD LSR II Durchflusszytometer durchgefiihrt.
Die Analyse der Daten erfolgte mit der FACSDiva software (BD Biosciences). Die Zellkerne
wurden sowohl iiber das Vorwirts- und das Seitwirtsstreulicht, als auch iiber die PI
Fluoreszenz analysiert. Alle Zellen mit weniger als einem diploiden DNA-Gehalt wurden

als apoptotisch definiert.
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5 Material

5.1 Zelllinien und Medien

(ATM (+) LCL, Coriell Institute:
GMO03323)

Zelllinie Ursprung Medium
HelLa Humanes Zervixkarzinom | RPMI 1640 (PAA
Laboratories GmbH), 10%
FCS, 2 mM L-Glutamin, 1%
Penicillin/Streptamycin
Hela pMC16-53BP1-EGFP | stabil transfizierte HeLa- | RPMI 1640 (PAA
Klon #2 Zellen mit 53BP1-EGFP | Laboratories GmbH), 10%
Dr. G. Drexler (Hable et | FCS, 2 mM L-Glutamin, 1%
al., 2012) Penicillin/Streptamycin, 0,4
pg/ml Puromycin
U20S Humanes Osteosarkom RPMI 1640 (PAA
Laboratories GmbH), 10%
FCS, 2 mM L-Glutamin, 1%
Penicillin/Streptamycin
LCL-HuKo EBV-immortalisierte RPMI 1640 (Biochrom
humane Fibroblasten AG), 10% FCS, 1%
Penicillin/ Streptamycin
AT-Patient (ATM (-) LCL, | EBV-immortalisierte RPMI 1640 (Biochrom
Coriell Institute, NJ, USA: | humane Fibroblasten AG), 10% FCS, 1%
GMO03189) wund AT-Bruder Penicillin/ Streptamycin

dem LUCY-
(www.helmholtz-

Zelllinien aus
Kollektiv
muenchen.de/epil/index.html):
4008-200, 4028-200, 4060-200,
36011-200, 4064-200, 20037-
200

EBV-immortalisierte
humane Fibroblasten

RPMI 1640 (Biochrom
AG), 10% FCS, 1%
Penicillin/ Streptamycin

5.2 Losungen und Reagenzien fiir die Zellkultur

Produkt

Hersteller

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Sigma-Aldrich Chemie GmbH
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Fetal calf serum (FCS)

PAA Laboratories GmbH

L-Glutamin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Phosphate buffered saline (PBS)

Dulbecco

Penicillin/Streptamycin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Trypsin/EDTA

Biochrom AG

5.3 Reagenzien und Puffer fiir die Inmunfluoreszenz

Reagenz

Zusammensetzung

Fixierlosung

2 % Paraformaldehyd gel6st in PBS bei 72°C

Permeabilisierungslosung

0,15 % Triton-X-100 in PBS

Blocking Puffer

1% BSA, 0,15 % Glycerin in PBS

DAPI-Losung

DAPI 1:10000 in PBS

5.4 Reagenzien und Puffer fiir Western-Blotting

Reagenz

Zusammensetzung

Laemmli-Puffer

9,6 ml Tris (1M, pH 8,6), 3,2 g SDS, 16 ml Glycerin,
4 ml B-Mercaptoethanol, 0,14 g Bromphenolblau,
11,2 ml Aqua dest.

Waschpuffer 0,3 % Tween 20 in PBS
Blocklosung I Roti-®Block (Pierce) 1:10 in Aqua dest.
Blocklosung IT 5 % Milchpulver in PBS-Tween 20 0,1 %

Ponceau-Rot

5 % Trichloressigsdure, 0,2 % Ponceau-S in Aqua
dest.

Coomassie Farbel6sung

10 % Essigsdure, 30 % Methanol, 0,1 % Coomassie
brilliant blue in Aqua dest.

Coomassie Entfirber

10 % Essigsdure, 30 % Methanol in Aqua dest.

ECL advanced developer (Amersham
Bioscience)

Solution A and B mixed 1:1

RIPA-Puffer

150 mM NaCl, 1% NP-40, 10 mM Desoxycholinic
acid (mMDOC), 0,1 % SDS, 50 mM Tris pH 8,0 in
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Aqua dest, erginzt durch Protease und
Phosphatase Inhibitoren (10x Stocklosung Roche
Applied Science) und 5 mM Natriumbutyrat

Laufpuffer I 20 x NuPAGE SDS Running buffer (Invitrogen)
1:20 in Aqua dest.

Laufpuffer II 10 x Tris/Glycine/SDS Running buffer (BioRad)
1:10 in Aqua dest.

Transferpuffer 20 x NuPAGE Transfer buffer (Invitrogen), 1:20 in

Aqua dest. mit 15 % Methanol

5.5 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Bovine serum albumin (BSA)

Sigma-Adrich GmbH

Cell-TAK Tissue Adhesive

BD Bioscience

DAPI Sigma-Adrich GmbH
DMSO Merck

Ethanol p.a. Merck

Ethanol 80 % Merck

Glycin Sigma-Adrich GmbH
Methanol 100 % Merck

NaCl Merck

Nonident® P40 Substitute Fluka

Penicillin/Streptomycin

Sigma-Adrich GmbH

Paraformaldehyd Sigma-Adrich GmbH
Ponceau S Sigma-Adrich GmbH
Triton-X-100 Merck
Trypsin/EDTA Biochrom AG
Tween 20 Merck

Vectashield w/o DAPI Vector Laboratories
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5.6 Antikorper und Peptide

5.6.1 Primire Antikdrper Western-Blotting

Antikorper Quelle Bestellnr. Verdiinnung | Blocklésung
53BP1 Novus NB100-305 1:5000 Roti-®Block
yH2AX millipore 05-636 1:1000 Roti-®Block
H3K4 unmodified | millipore 05-1341 1:1000 Roti-®Block
H3K4me abcam ab3825 1:1000 Roti-®Block
H3K4me2 abcam ab32356 1:1000 Roti-®Block
H3K4me3 abcam ab12209 1:1000 Roti-®Block
H3K9me millipore 07-450 1:1000 Roti-®Block
H3K9me2 millipore 04-768 1:1000 Roti-®Block
H3K9me3 millipore 07-442 1:1000 Roti-®Block
H3K27me3 millipore 07-449 1:4000 Roti-®Block
H3K56ac millipore 07-677 1:1000 Roti-®Block
H3S10p upstate 05-598 1:1000 Roti-®Block
H4K5ac I upstate 06-759-MN 1:1000 Roti-®Block
H4K5ac I1 abcam ab51997 1:20000 Roti-®Block
H4K16ac millipore 07-329 1:4000 5% milk

H4K20me millipore 07-1570 1:1000 Roti-®Block
H4K20me?2 millipore 07-367 1:1000 Roti-®Block
H4K20me3 abcam ab9053 1:1000 Roti-®Block
Tubulin alpha abcam ab7291 1:4000 Roti-®Block

5.6.2 Primire Antikérper Immunfluoreszenz

Antikorper Tier Quelle Bestellnr. Verdiinnung
53BP1 rabbit Novus NB100-305 1:500
BRCA1 mouse Calbiochem OP92T 1:100

Britl rabbit Proteintech 11962-1-AP 1:50
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Mdcl rabbit bethyl A300-015A 1:45

Mdcl mouse sigma M2444 1:500

Mrell mouse abcam ab214 1:500

phospho-ATM (Ser1981) | mouse millipore 05-740 1:250

phospho-H2AX rabbit abcam ab81299 1:200

phospho-H2AX mouse millipore 05-636 1:350

phospho-NBS1 (Ser343) | rabbit cell signaling 3001 1:200

Rad51 rabbit Calbiochem PC130 1:100
5.6.3 Sekundire Antikdrper

Antikorper Spezifikation Quelle Bestellnr. Verdiinnung

goat anti rabbit | Alexa Fluor 488 | Molecular A-11034 1:200

IgG Probes

goat anti mouse | Cyanin 3 Jackson 115-165-072 1:200

F(ab)2 Immunoresearch

sheep anti | Cyanin 3 Dianova 515-165-062 1:500

mouse IgG

goat anti mouse | Peroxidase Santa Cruz sc2005 0,35 pl/20 ml

goat anti rabbit | Peroxidase Santa Cruz sc2004 0,25 pl/20 ml
5.6.4 Peptide

Peptid Quelle Bestellnr.

H3K4mel abcam ab1340

H3K4me2 abcam ab7768

H3K4me3 abcam ab1342

H3K9mel abcam ab1771

H3K9me2 abcam ab1772

H3K9me3 abcam ab1773

H3K27me3 abcam ab1782

H3 unmodified abcam ab2903

136




H4K20mel abcam ab17043
H4K20me2 abcam ab14964
H4K20me3 abcam ab17567
H3K9%ac abcam ab16635
H4K5ac millipore 12-343
H4K16ac millipore 12-346

5.7 Equipment

Gerit

Hersteller

MCN X-ray tube

Philips, USA

137Cs-y-Zelle, HWM-D 2000

Woaelischmiiller, Deutschland

Axiovert Z1

Zeiss, Deutschland

Camera AxioCam Mrm

Zeiss, Deutschland

Chemismart documentation system

PeqLab, Deutschland
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6 Anhang

Western-Blots zur Zunahme von yH2AX nach Hochsalzbehandlung
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Anhang 1. Zunahme von yH2AX im Western-Blot nach Behandlung der Zellen fiir 1 h mit
hypertonem Medium mit 750 mOsm. (a + b), Zunahme in HeLa-Zellen, (c + d), U20S-Zellen.
Es wurden jeweils noch andere Proben aufgetragen, deren Ergebnisse nicht weiter verwendet
wurden.

p-Werte HuKo-Screening

H3K4 H3K9me3 | H3K4me3 | H3K9ac | H3K56ac | H4K5ac | H4K16ac
unmod.
2 Gy, 0,0368*
15 min
10 Gy, 0,0028* 0,0099*
15 min
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2 Gy, 0,0082** | 0,0033** 0,0039** | 0,0001**

1h

10 Gy, 0,0001*** | 0,0395* | 0,0028**

1h

2 Gy, 0,0158* | 0,0057* |0,0014*
24h

10 Gy, 0,0217* 0,0432* 0,0002***

24 h

Anhang 2. p-Werte des t-Tests fiir statistisch signifikante Verdnderungen der PTM nach
Bestrahlung von LCL-HuKo-Zellen. Die Berechnung der p-Werte erfolgte mit der GraphPad
Software (www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1l/). Ein p-Wert <0,05 gilt als signifikant und
wurde mit einem Sternchen (*) markiert. Ein p-Wert <0,01 gilt als sehr signifikant und wurde
mit zwel Sternchen (**) markiert. Ein p-Wert <0,001 wird als hoch signifikant bewertet und
mit drei Sternchen (***) markiert.

p-Werte LUCY- und AT-Zelllinien

H3K4me2 H3K4me3 H3K27me3

1h 24 h l1h 24 h 1h 24 h
AT-Patient
4008-200 0,0180
4028-200 0,0265 0,0126
4060-200 0,0280 0,0012
36011-200 0,0042 0,0164
AT-Bruder
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4064-200 0,0003

20037-200 0,0011
H3K56ac H4K5ac H4K16ac
1h 24h lh 24h lh 24h
AT-Patient
4008-200 0,0452 0,0001 0,0001
4028-200 0,0002 0,0013
4060-200 0,0001 0,0219
36011-200 0,0033 0,0005 0,0001
AT-Bruder 0,0007 0,0427 0,0017
4064-200
20037-200

Anhang 3. p-Werte des t-Tests fiir statistisch signifikante Verdnderungen der PTM nach
Bestrahlung von Zelllinien des LUCY-Kollektivs und der AT-Linien. Die Berechnung der p-
Werte erfolgte mit der GraphPad Software.www.graphpad.com/quickcalcs/ttest1/
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Peptid-Kompetitions-Assay der Histonantik6rper
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Anhang 4. Test der Acetyl-Histonantikérper tiber Peptid-Kompetitions-Assays auf ihre Spezifitit,
bzw. Kreuzreaktivitat mit anderen Acetylierungen. Die Beschriftung neben der Abbildung des
Western-Blots bezeichnet den getesteten Antikérper. Die Beschriftung der Banden entspricht
den Peptiden mit denen die Antikérper vorinkubiert wurden. (a) H3K9ac erkennt klar sein
Epitop und weist keine Kreuzreaktivitit mit den anderen Peptiden auf (b) H3K56ac
wechselwirkt ebenfalls nicht mit den anderen Acetylierungen. Dieses Ergebnis wurde
unabhingig bestatigt. (c) H4K5ac wird von seinem Epitop bei Vorinkubation des Antikérpers
blockiert. (d) H4K16ac erkennt nur sein Epitop und wechselwirkt nicht mit H3K9ac oder

H4Kb5ac.
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Anhang 5. Peptid-Kompetitions-Assay mit dem H3K27me3- Antikorper. Der Antikérper wird klar
durch sein Epitop blockiert.
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