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1. ZUSAMMENFASSUNG

1.1 Ziele
DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) gehdren zu den schwersten Formen der DNA Schidigung

nach ionisierender Strahlung. Zellen von Sdugern mit Defekten in den fiir die DSB Reparatur
notwendigen Proteinen, weisen oft eine erhohte Strahlenempfindlichkeit auf. Die
Strahlenempfindlichkeit von Zellen hédngt aber nicht nur von der DSB-Reparatur ab, sondern
auch vom Differenzierungsgrad in dem sich die Zellen befinden. Ausdifferenzierte Zellen sind in
der Regel strahlenresistenter als proliferierende Zellen. Der Einfluss des Differenzierungsgrades
auf die Strahlenempfindlichkeit, spiegelt sich in den unterschiedlichen Geweben und Organen
eines Organismus wieder. Gerade in der Strahlentherapie spielt die Strahlenempfindlichkeit der
unterschiedlichen Organe eine wichtige Rolle, da nicht nur ein mogliches Tumorareal mit einer
hohen Strahlendosis versorgt werden soll, sondern gesundes Gewebe geschont werden muss. Das
Ziel der Studie ist die DSB-Reparatur in Diinndarmzellen und ihren Einfluss auf die
Strahlenempfindlichkeit quantitativ zu erfassen. Mit Hilfe einer Immunfluoreszenz-Farbung von
v-H2AX, ist man in der Lage einzelne DSBs nachzuweisen und damit die Induktion und
Reparatur von strahleninduzierten DSBs quantitativ zu messen. In dieser Studie werden
Diinndarmzellen von reparaturprofizienten und reparaturdefizienten Médusen mit Hilfe von

v-H2AX Immunfluoreszenz untersucht.

1.2 Material und Methode

Fir die DSB-Induktion wurde Diinndarmgewebe von reparaturprofizienten und
reparaturdefizienten Mausen nach 10 min auf DSBs untersucht. Dafiir wurden die Mause mit
einer Ganzkdrperbestrahlung von 0.1 Gy, 0.5 Gy und 1.0 Gy behandelt. Fiir die DSB-Reparatur
wurde ebenfalls Gewebe von reparaturprofizienten und von reparaturdefizienten Miusen
verwendet. Die Mduse wurden einer Ganzkorperbestrahlung von 2 Gy unterzogen und nach 0.5
h, 2.5 h, 5 h, 24 h und 48 h auf die DSB-Reparatur hin analysiert. In jeder Untersuchung wurden
Mause mit einer Scheinbestrahlung behandelt, die als Kontrolle dienten. Fiir die Untersuchung

wurde die y-H2AX Immunfluoreszenz zur DSBs-Féarbung (Foci) verwendet.



1.3 Ergebnisse

Bei der DSB-Induktion wurde eine lineare Zunahme der DSBs mit der Bestrahlungsdosis
beobachtet. Die Reparaturkinetik zeigte wie effizient die Beseitigung der DSBs in den
verschiedenen Mausstdmmen abléuft. Die C57BL/6 Méuse reparierten die induzierten DSBs am
schnellsten und sie zeigten einen geringen Residualschaden nach 24h und 48h. Im Gegensatz
dazu war die DSB-Reparatur bei SCID (sever combined immunodeficiency) Mause generell stark
eingeschrinkt, so dass zu allen Zeitpunkten der Reparaturkinetik eine hohe Anzahl von Foci zu
sehen war. Die A-T (Ataxia teleangiactasia) Méduse zeigten einen Reparaturdefekt, der
hauptséchlich zu spéteren Zeitpunkten (=5 h) signifikant war. Bei dem Balb/c Mausstamm wurde
generell eine leicht erhdhte Foci-Anzahl im Vergleich zu C57BL/6 Méusen beobachtet die aber

nach 48 h nicht mehr zu sehen war.

1.4 Schlussfolgerung

Generell eignet sich die y-H2AX Foci Quantifizierung zur Messung von DSBs in
unterschiedlichen Geweben nach in vivo Bestrahlungen mit klinisch relevanten
Bestrahlungsdosen. Die Tatsache, dass selbst kleine Unterschiede in der DSB Reparatur,
verursacht durch Polymorphismen, nachgewiesen werden konnen, erlaubt es, die y-H2AX Foci-
Analyse als pradiktiven Test fiir die Strahlenempfindlichkeit zu verwenden. Weiterhin sind die
vergleichbaren Repraturkinetiken der verschiedenen Organe ein Hinweis darauf, dass die
Strahlenempfindlichkeit der Organe nicht von zellspezifischen Unterschieden im
Reparaturverhalten abhéngt, sondern eher bestimmt wird durch den Differenzierungsstatus und

die Proliferationsrate.



ABSTRACT

Purpose

DNA Double-Strand Breaks (DSBs) are one of the most severe forms of DNA damage after
iradiation. Mamalian cells with Gen deficiencies in the DSB repair proteins show an increased
sensivity against ionising Radiation. The sensivity of the cells it depends not only from the DSB
repair but also from the grade of the cell-differenciation. Thus differenciated cells are more
resistent against irradiation than higly prolifrating cells. These differncies play a very important
role in the toxicities of the organs due to ionising radiation. This is very important in
radiotherapy, because a tumor area must be treated withe the maximal Dose, without damaging
the neighboring normal tissues. The purpose of this study is to investigate the DSB repair
mechanismsin small intestine cells and their influence on the radiation sensivity of the organ.
With y-H2AX Immunefluorescence we can investigate the DSBs in form of y-H2AX foci and
thus we can messure the induction and DSBs repair. For this purpose, small intenstine cells repair

proficient and repair defficient mice were stained and analysed under microscope.

Materials and methods

For the induction of the DSBs small intestine of repair proficient and repair deficient mice was
collected and analysed 10 min after whole body irradiation with 0.1 Gy, 0.5 Gy and 1.0 Gy. For
the DSB repair kinetics, small intestine treated with a whole body irradiation with 2 Gy and the
tissue was collected an analysed after 0.5 h, 2.5 h, 5 h, 24 h, and 48 h of DNA repair. Small
intestine of sham.irradiated mice of each strain served as controlls. For the detection of the DSB

v-H2AX Immunfluorescence was used.

Results

The DSB induction demonstrated similar y-H2AX foci levels with alinear dose correlation. The
DSB repair analysis demonstrated the differences between the repair proficient and repair
deficient mice strains. So in the C57BL/6 mice experiments the y-H2AX foci elimination was

faster and more efficient, than in the Balb/c , A-T, or SCID mice experiments.



Conclusion

v-H2AX foci analysis demonstrated that even small deficiencies or polymorphisms in the DNA
repair system can be accurately detected and measured. Thus this could be used as a screening
test to deteckt deficiencies in the DNA repair system. The similarities of the DSBs repair in
diferrent organs suggest that tissue-specific differences in radiation responces are independent of

DSB rejoining and they depend more on differentiation and proliferation rate of their cells



2. EINLEITUNG

2.1 Strahlentherapie und der Einfluss auf die verschiedenen Organe

Die Strahlentherapie stellt eine sehr wichtige Komponente bei der kurativen und palliativen
Behandlung von malignen und benignen Tumoren dar, sowohl als Monotherapie, als auch in
Kombination mit chirurgischen und chemotherapeutischen Verfahren. Leider ist eine gewisse
Belastung der gesunden Zellen, die in direkter Umgebung von Tumorzellen sind, nicht zu
vermeiden. Eine solche Wirkung von ionisierender Strahlung kann akute und spéte Folgen haben.
Hiufig beobachtet man, eine akute Schddigung (akute Toxizitdt) durch ionisierende Strahlung im
Gewebe, welches eine hohe Proliferationsrate besitzt. Die ionisierende Strahlung schidigt in
solchem Gewebe vorwiegend die proliferierenden Vorlduferzellen, die fiir die Proliferation,
Regeneration und Differenzierung zustindig sind. Es ergibt sich eine Reduktion von
funktionstiichtigen Vorlduferzellen, die aber durch die Proliferation von Stammzellen die
iiberlebt haben, kompensiert werden kann. Im Gegensatz zur akuten Schddigung durch
ionisierende Strahlung, sind die Spétfolgen (spéte Toxizitdt) eher bei Gewebe zu beobachten, das
eine niedrige Proliferation und hochdifferenzierte Zellpopulationen mit spezialisierten
Funktionen aufweisen. Die Folgen von solchen Schidden sind oft progredient und sprechen
schlecht auf therapeutische Behandlungen an. Der Diinndarm gehort zu den Organen die eine
Friihtoxizitit nach der Bestrahlung aufweisen. Die Besonderheit der Diinndarmzellen liegt an der
hohen Regeneration des Epithels durch einer stindigen Proliferation von Stammzellen.
Deswegen, stellt der Diinndarm ein optimales Organ zur Analyse der DNA Schidden nach

ionisierender Strahlung und der Reparaturmechanismen, die in den Enterozyten ablaufen, dar.

2.2 Aufbau des Darmes

2.2.1 Allgemeiner makroskopischer Aufbau und Funktion des Darmes

Der Darm fangt anatomisch am Pylorus an und reicht bis zum After. Seine Funktion ist sowohl
die Absorption der Substanzen aus der Nahrung, die fiir die Funktionen des Kdorpers elementar
sind, als auch die Ausscheidung.. Makroskopisch teilt man den Darm in den Diinndarm und den
Dickdarm. Widhrend der Diinndarm hauptsdchlich fiir die Verdauung und Absorption von
Néhrstoffen zustdndig ist, ist die Hauptfunktion des Dickdarms die Ausscheidung (Smollich,
Michel, 1992).



Der Diinndarm besteht weiter aus drei verschiedenen Abschniten, ndmlich das Duodenum, das
direkt am Pylorus anfdngt, das Jejunum und das Ileum, das in Verbindung mit dem Dickdarm

steht. Der Dickdarm besteht auch aus drei Abschnitten, das Caeccum, das Colon und das Recktum.

2.2.2 Die Histologie des Diinndarms

Histologisch besteht die Wand des Diinndarms aus vier Abschnitten. Beginnend von auflen
befindet sich zuerst die Tunica serosa, die Tunica muscularis, die Tela submucosa und zum
Schluss die Tunica mucosa (Abb. 1). Die Tunica mucosa besteht selbst aus drei Teilen. Diese
sind das Epithelium mucosae, die Lamina propria mucosae und die Lamina muscularis mucosae
(Smollich, Michel 1992).

Die AuBenwand des Diinndarmes bildet die Tunica serosa, die in Kontakt mit dem
Peritonealepithel steht und aus Mesothel, einer Lamina propria und einer Tela submucosa
besteht. Die Tunica serosa ist reichlich vaskularisiert und enthilt feine Nervennetze, elastische
Elemente und Fetteinlagerungen.

Die Tunica muscularis folgt der Tunica serosa und ihre Aufgabe ist die Peristaltik des
Darmkanals. Sie ist aus zwei Schichten glatter Muskulatur aufgebaut. In der dufleren Schicht
laufen die Muskelfasern longitudinal wihrend sie in der inneren Schicht zirkuldr angeordnet sind.
Diese zwei Schichten werden von dem Stratum intermusculare getrennt das aus elastischem
Bindegewebe besteht. Im Stratum intermusculare befindet sich der Auerbach-Plexus (Plexus
myentericus).

Weiter nach innen befindet sich die Tela submucosa, eine Schicht, die hauptséchlich aus
lockerem Bindegewebe besteht. Das Bindegewebe der Tela submucosa besteht aus kollagenen
Faserbiindeln, die scherengitterartig angeordnet sind. Auflerdem enthélt sie die groBeren Blut-
und Lymphgefifle sowie den Meissnerschen Nervenplexus.

Die Innenschicht des Diinndarms bildet die Tunica mucosa. Thre Morphologie ist in den
verschiedenen Abschnitten des Diinndarms unterschiedlich und diese Unterschiede sind
besonders deutlich im Bereich des Epithelium mucosae.

Beginnend von auflen trifft man zuerst die Lamina muscularis mucosae. Sie besteht aus glatten
Muskelzellen, die die Konturverdnderung der Mucosa erlauben. Die Lamina muscularis mucosae
wird teilweise durch Driisen und lymphoretikuldre Strukturen unterbrochen (Smollich, Michel,
1992). An der Lamina muscularis schlie8t sich die Lamina propria mucosae. Diese besteht aus

elastischen und kollagenen Fasern. In der Lamina propria findet man auch Ansammlungen von
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Immunzellen (T- und B-Lymphozyten, Eosinophile, Makrophagen, Mastzellen), sowie Blut- und
LymphgefiBe, glatte Muskelzellen und Nerven. Der Lamina propria folgt zuletzt das Epithelium
mucosae. Charakteristisch fiir den Diinndarm sind die fingerférmigen Zotten, die zu der
VergroBerung der Resorptionsoberfliche beitragen und die Krypten. Im Jejunum sind die Zotten
am léngsten und werden am Anfang des Duuodenums und im Endteil des Ileums kiirzer, bis sie
am Ubergang von Ileum zum Colon verschwinden. Das Epithelium mucosae ist mit einer grofen
Anzahl von Zellen mit unterschiedlichen Funktionen ausgestattet. Diese sind fiir die Resorption

und die Verarbeitung von Néhrstoffen zustdndig sowie an der Immunantwort beteiligt

Lamina
epithelialis
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propria Tunica
----Mucosa
Krypte '
Lamina
-- muscularis
_...Mmucosae
Meaissner-
Plexus » -
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i---submucosa
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Tunica
i----muscularis
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P (R Langsmuskel-
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Abb. 1: Aufbau der Wand des Magen-Darm-Traktes am Beispiel des Diinndarms. Zellen sind in der Lamina propria
vergrossert dargestellt. Von links nach rechts: Mastzellen, Lymphozyten, Eosinophile, Makrophagen, Plasmazellen.

Bild aus Welsch Histologie, Verlag: Urban und Fischer.
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2.2.3 Die Histologie des Epitheliums mucosae

In dieser Arbeit werden Zellen aus dem Epithelium mucosae des Diinndarms untersucht. Im
Folgenden wird die Histologie dieser Zellen ndher betrachtet. Es besteht aus einem
einschichtigen, hochprismatischen Epithel, das sich aus Enterozyten, Becherzellen, endokrinen
Zellen, M-Zellen und Paneth-Kornerzellen zusammensetzt. Bevor aber die einzelne Zellen des
Epitheliums mucosae analysiert werden, ist wichtig die Morphologie der Zotten und Krypten zu
betrachten.

Die Zotten bestehen aus der Epithelschicht der Lamina propria und werden von Blut- und
Lymphgefden versorgt. Unter den Epithelzellen bildet sich ein subepitheliales Kapillarnetz
(Abb. 2). Den Hauptanteil der Zellen die sich auf den Zotten befinden, machen die Enterozyten,
gefolgt von den Becherzellen aus.

Zwischen den Zotten befinden sich die Krypten, auch bekannt als Lieberkuhn’sche Krypten.
Diese sind unverzweigte tubuldre Driisen deren Epithel mit dem Zottenepithel kontinuierlich
zusammenhdngt. In den Krypten befinden sich die Stamm- und Vorlduferzellen des Diinndarms,
die fiir die stindige Regeneration des Epithels zustdndig sind.

Den Hauptanteil der Zellen des Epitheliums mucosae bilden die Enterozyten. Sie befinden sich
hauptsdchlich auf den Zotten, sind durch Zonulae occludentes miteinander verbunden und haben
die Aufgabe der Resorption der Néhrstoffen. Die Enterozyten enstehen aus den Stammzellen, die
sich in den Diinndarmkrypten befinden. Sie besitzen kugelformige oder elipsoid geformte Kerne
und tragen an ihrer apikalen Seite zahlreiche Mikrovilli. Die groe Anzahl von Mikrovilli ist fiir
die VergroBerung von der Schleimhautoberfliche von groBer Bedeutung. Die Mikrovilli
enthalten Biindel ldngsgerichteter Aktinfilamente, die in den horizontal verlaufenden Anteilen
des Zytoskeletts der Enterozyten verankert sind.

Zwischen den Enterozyten befinden sich die Becherzellen. Becherzellen sind Driisenzellen die
Glykoproteine produzieren Diese Glykoproteine bilden einen Schutz- und Gleitfilm iiber dem
Diinndarmendothel. Histologisch besitzen die Becherzellen eine groBe Menge an Sekretgranula,
was den Zellen ihre charakteristische Becherform gibt, wihrend sich der Nukleus sowie der
Hauptanteil der restlichen Zellorganellen in dem schmalen basalen Zellabschnitt befinden.

In den Lieberkiihn’schen Krypten befinden sich die enteroendokrinen Zellen die ein Teil des
gastrointestinalen Hormonsystems sind. Sie sind hauptsdchlich im Bereich der Kryptenbasis,
einzeln oder in kleinen Gruppen angeordnet, und produzieren Hormone, die die Sekretion des

Magens, des Pakreas und der Gallenblase beinflussen.
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Die Paneth-Kornerzellen, die sich ebenfalls in den Krypten befinden, sind Driisenzellen, die an
der Sekretion von Lysozym beteiligt sind. Eine andere Gruppe von Zellen die ebenfalls am
Immunprozess der Darmschleimhaut beteiligt sind, sind die M-Zellen. Die M-Zellen gehen
vermutlich aus unreifen Enterozyten hervor und ihre Hauptaufgabe besteht darin, Antigene
aufzunehmen und sie transepithelial zu transportieren, so dass die immunkompetente Zellen des

darmassoziierten Immunsystems mit diesen Antigenen in Kontakt treten (Smollich, Michel,

1992).
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Abb. 2: Histologischer Aufbau der Tunica mucosa. Bild aus Welsch Histologie, Verlag: Urban und Fischer.
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2.3 DNA-Doppelstrangbriiche
DNA-Doppelstrangbriiche (DSBs) sind schwerwiegende Lasionen fiir die Zellen. Diese Lésionen

konnen durch exogene Faktoren, aber auch durch intrazelluldre Prozesse, verursacht werden. Zu
den exogenen Faktoren gehoren Agenzien, wie zum Beispiel ionisierende Strahlung oder
verschiedene chemotherapeutische Substanzen. Bei intrazelluldren Prozessen entstehen DSBs
zum Beispiel als Zwischenprodukt wihrend einer Umstrukturierung von DNA-Sequenzen.
Solche intrazelluldren Prozesse sind zum Beispiel die DNA-Replikation und die V(D)J-
Rekombination. Ein DSB entsteht, wenn gleichzeitig auf beiden komplementiren DNA-Stringen
Briiche entstehen, die sich in unmittelbarer Ndhe befinden. So ist die Chromatinstruktur nicht
mehr in der Lage, die beiden Enden, die durch die DSB entstanden sind, zusammenzuhalten.
Sollten sich mehrere Bruchenden in rdumlicher Néihe befinden erhoht sich die Gefahr einer
inkorrekten Rekombination mit anderen DNA-Ketten. Insbesondere nach ionisierender Strahlung
kommt erschwerend hinzu, dass die Bruch-Enden der DNA teilweise Basenschiden,
Einzelstrangbriiche oder einzelstriingige Uberhiinge am Bruchende aufweisen. Dies bewirkt, dass
bei der Reparatur des DNA-Stranges eine Prozessierung der Bruchenden stattfindet, bzw. eine
Anderung oder Umstrukturierung der Basensequenz des DNA-Stranges ensteht. Damit ist es
verstdndlich, dass nicht oder fehlerhaft korrigierte DSBs zu einem Verlust von genetischen
Informationen oder zu einem Rearrangement des Genoms fithren konnen. Fiir die Zellen bedeutet

das den Tod durch Apoptose oder eine onkogene Mutation.

2.4 Reparaturmechanismen von DNA-DSBs

Wegen der Gefahren, die durch die DSBs entstehen, ist es verstindlich, dass die eukaryontischen
Zellen tiiber ein groBes Spektrum an Reparaturvorgdngen verfiigen. Damit die Zellen diese
Vorginge ermdglichen, muss zuerst eine Aktivierungskaskade erfolgen (Abb. 3).

Als erstes in dieser Aktivierungskaskade reagieren die Sensor-Proteine, die in der Lage sind
DSBs, oder Chromatinverdnderungen zu entdecken. AnschlieBend erfolgt die Prozessierung der
DNA Enden. Dieser Schritt ist nétig fiir die DNA Reparatur, weil die DNA-Enden aufgrund ihrer
chemischen Natur, nach einem DSB nicht direkt als Substrat fiir die Reparaturmechanismen der
Zelle zur Verfiigung stehen. Es folgt die Aktivierung der Transducer-Proteine (Proteinkinase
Kaskade), die das Schadenssignal zu den Effektoren weiterleiten. Die Transducers bilden einen

Teil des Reparaturkomplexes, so dass die Erkennung und die Reparatur von DSBs miteinander
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assoziiert ist. Die DSB Detektion muss sowohl sensitiv als auch spezifisch sein. Die Zelle muss
in der Lage sein, wenige DSBs, oder auch nur einen einzelnen DSB, zu erkennen, und ihn zu
reparieren. Zusétzlich ist es notig, dass die Sensor Proteine inaktiv bleiben wenn keine DNA

Schadigung vorliegt.

exogenous agents \ / endogenous agents

- IR N\ AN AN N AN AT - oxidative damage
+ chemotherapeutics ( y U '»‘fl,l/ \ DSB (:P U%ll/ \. + replication
+ chemicals + programmed rearrangements
sensors + meiotic DSBs
v
transducers
ye . effectors “~
cell cycle arrest DNA repair apoptosis

Abb. 3: verschiedene Proteine erkennen die DSBs und 19sen eine Kaskade von unterschiedlichen
Zellfunktionen aus. Dazu gehort die DNA-Reparatur und der Zelltod (Apoptose). Bild von Khanna et al.,
2001.

Die zwei wichtigsten Reparaturmechanismen von DSBs, die die eukaryontischen Zellen besitzen,
sind die homologe Rekombination (HR) und das nicht homologe Endjoining (NHEJ) (Abb. 4).
Diese Mechanismen sind sehr unterschliedlich und jeder repariert die DSBs auf verschiedene Art
und Weise.

Bei der homologen Rekombination werden DSBs korrekt repariert, indem die genetische
Information, von einer ungeschidigten Schwesternchromatide direkt abgelesen und als Vorlage
verwendet wird. Dafiir sind grole homologe DNA-Sequenzen nétig. Anders als bei der HR,
repariert das NHEJ die geschiddigte DNA, indem es zwei DSB-Enden verbindet, ohne dass grof3e
Sequenzhomologien vorliegen.

Die Wichtigkeit der beiden Reparaturmechanismen unterscheidet sich von Organismus zu
Organismus. HR dominiert in der Reparatur von strahleninduzierten DSBs bei einfachen
Eukaryonten wie Saccharomyces cerevisiae und Schizosaccharomyces pombe. NHE] findet bei

Saugerzellen in allen Zellzyklusphasen statt, insbesondere auch in der Go- und Gi-Phase. HR
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iibernimmt in Eukaryonten wihrend der S- und G:- Phase eine wichtige Funktion (Johnson und

Jasin, 2000; Rothkamm et al., 2003).
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Abb. 4:

Der dominante Reparaturweg bei Siugetieren ist NHEJ. Das Ku70/Ku80 Heterodimer entdeckt die DSB
und rekrutiert anschlieBend die DNA abhiéngige Proteinkinase (DNA-PK,,) Die Aufgabe der DNA-PK
ist die Rekrutierung und Phosphorylierung von mehreren Proteinen. Die DSBs werden anschlieBend von
der XRCC4-DNA-LigaselV-Heterodimer repariert.

Die RADS1 Proteine der Epistasis Gruppe sind bei HR beteiligt. Zu denen gehdren mehrere RADS1
Paraloge sowie RADS52, RAD54-Helikase und BRCA2. RADS52 bindet nach dem Zuriickschneiden des
Stranges, an die Bruchenden, wihrend RADS51 ein Nukleoprotein-Filament am {iberstehenden Strang
bildet. Der RAD51-BRCA2-Komplex spielt moglicherweise eine Rolle bei der Aktivierung dieses
Prozesses und ist fiir die Stranginvasion und das Versetzen des Stranges essentiell. Anschlieend wird die
ungeschidigte Schwesternchromatide als Vorlage fiir die Reparatur des geschéadigten DNA Teils benutzt.
Die Proteine RADS51 und RADS54 sind fiir die obengenannten Prozeduren wichtig. Der MRE11-RADS50-
NBS1-Komplex verursacht méglicherweise die anfingliche Prozessierung der DSB Enden. Bild aus
Shiloh, 2003.
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Ein nicht reparierter DSB kann zur Apoptose oder zum mitotischen Zelltod fiihren (Olive et al.,
1998) wihrend fehlerhaft reparierte DSBs, durch direkte oder verspitet induzierte chromosomale

Rearrangements, ein Risiko fiir die Karzinogenese darstellen (Morgan et al., 1998).

2.4.1 Die Zellreaktion auf die DNA-Schéidigung

Nach der Schiadigung von DNA besitzen die Zellen eine Reihe von Mechanismen, um eine
moglichst schnelle und effiziente Reparatur einzusetzen. Diese sind die Verlangsamung des
Zellzyklus und die Phosphorylierung von Histonproteinen, so dass die DNA Reparatur erleichtert
wird. Schliellich wenn die Reparatur nicht mehr moglich ist, kommt es zur Apoptose der Zellen.
Die Entdeckung und die Initierung dieser Mechanismen wird von einer grofen Zahl von
Proteinen durchgefiihrt, die zum groften Teil in Form von Komplexen zusammenarbeiten.

Ein Sensor entdeckt die entstandenen DNA Schidden und leitet ein Signal an eine Reihe
untergeordneter Effektoren weiter. Die Reaktion von mitotisch-aktiven Zellen auf das Signal
fithrt dazu, dass sie ihren Zellzyklus verlangsamen. So sind sie in der Lage, genug Zeit fiir die
notwendigen Reparaturprozesse zu haben. Eine wichtige Stelle in diesem Prozess spielen die
Zellzyklus-Checkpoints. In Eukaryonten besteht der Zellzyklus aus vier verschiedenen Phasen:
Die G; Phase, die S Phase (Synthese), die G, Phase und die M Phase (Mitose). Wenn z.B. der
DNA-Schaden wihrend der G2 Phase auftritt, wird der Eintritt in die Mitose verhindert, so dass
die Gefahr von Chromosomenabberationen vermieden werden (Khanna und Jackson, 2001).
Essentiell fiir die DSB-Signal-Kaskade bei Sdugetieren ist die Proteinkinase ATM (Ataxia
teleangiectasia ,,mutated*) (Lavin und Khanna, 1999; Savitsky et al., 1995). ATM bindet an die
DNA am Ort der DSB (Abb. 5) und wird dort aktiviert (Andegeko et al., 2001). ATM ist fiir die
Phosphorylierung von mehreren ,,.Downstream®-Elementen verantwortlich, zu denen p53, die
Checkpoint-Kinasen CHK1 und CHK2, sowie die BRCA1l und NBS1 gehoren (Khana und
Jackson, 2001; Shiloh, 2003). Die phosphorylierten Proteine greifen dann in die DNA-Reparatur,
in den Zellzyklus, und in die Apoptose ein.

Abgesehen von den zellzyklusabhingigen Antwortmechanismen auf DSBs, besitzt die Zelle auch
zyklusunabhiéngige Aspekte der DNA-Schaden-Antwort Kaskade. Einer von diesen Aspekten ist
die Anderung der Chromatinstruktur, die durch die Phosphorylierung der Histon-H2A-Isoform
H2AX entsteht (Rogakou et al., 1998; Rogakou et al., 1999). Diese Verdnderung an der Stelle der
DSB, begiinstigt moglicherweise die Rekrutierung von DNA-Reparaturfaktoren (Downs et al.,

2000; Paull et al., 2000).
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Der letzte Weg der DNA-Schadensantwort ist die Apoptose. Es sind nicht alle Details bekannt,
wie die Zelle sich fiir oder gegen die Apotose entscheidet, aber es scheinen auch Proteine

beteiligt zu sein, die auch in anderen Bereichen der DNA-Schaden-Antwort Kaskade eine Rolle

spielen (Rich et al., 2000).
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Abb. 5: ATM bindet an die Bruchstelle und gibt das Signal der DNA-Schidigung weiter. Zusétzlich
phosphoryliert sie verschiedene ,,Downstream‘“-Elemente. Bild aus Jackson, 2001; Shiloh, 2003.

2.4.2 Homologe Rekombination (HR)

Die HR repariert DSBs fehlerfrei indem sie die entsprechende DNA-Sequenz des unbeschéddigten
Schwesternchromatids als Vorlage benutzt. So ist es verstindlich, dass die HR ausschlieBlich
wihrend der spiten S- und am Ubergang zur M-Phase zum Einsatz kommt, da nur dann
Schwesternchromatide vorhanden sind. Aufgrund der Fehlerfreiheit, und der Genauigkeit dieses

Reparaturmechanismus, gilt die HR als pradominanter DNA-DSB- Reparaturweg in der frithen
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embryonalen Wachstumsphase. Wéhrend dieser Phase findet eine sehr schnelle Zellteilung statt,
was eine korrekte Reparatur erforderlich macht (West et al., 2003, Thacker et al., 2004, Orii et
al., 2006).

Die HR erfolgt durch zwei Reparaturwege. Einer ist die DNA Doppelstranginvasion der
homologen Schwesterchromatide und wird durch Proteine der = RADS52-Epistasisgruppe
vermittelt (Abb. 6) und der andere Weg ist das ,,Single Strand Annealing* (SSA). Zu der RADS52
Gruppe gehoren die Proteine RADS0, RADS51, RADS2, RAD54, RADSS, RADS7, RADS9,
MREI11 und XRS2 (Thompson und Schild, 1999,Wood et al., 2001).

Nachdem die DSBs erkannt wurden, beginnt die nukleolytische Prozessierung der gebrochenen
DNA-Enden von 5’ in 3’ Richtung durch den RAD50-MRE11-XRS2 Komplex (bei Menschen
ersetzt NBS1 das XRS2) (Jacson, 2002). AnschlieBend bindet das Protein RADS51 an dem
einzelstriingigen Bereich mit dem 3’- Uberhang (Baumann und West, 1998). Dieser Prozess wird
von dem Replikations-Protein A (RPA), RAD52 und RAD54 unterstiitzt (Sung et al., 2000).
Wenn RADS1 eine homologe Sequenz auf dem ungeschiddigten DNA Molekiil lokalisiert hat,
kommt es zu einem Austausch der DNA Stringe, indem ein einzelstringiger Bereich des
geschddigten DNA Molekiils in die gesunde DNA-Doppelhelix eindringt und einen Strang
ersetzt. RAD52, RAD54, RADS5, RADS57 (Baumann und West, 1998) und RPA (Petukhova
1998) beeinflussen den ganzen Prozess. Die Verlingerung des geschidigten DNA-Molekiils
erfolgt durch die DNA-Polymerase, von dem 5’-Ende aus in Richtung 3’-Ende. Am Ende dieses
Vorgangs entsteht die sogenannte Holiday-Junktion. Die Holiday-Junktion besteht aus zwei
DNA-Doppelstringe und geht in die reparierte Schwesternchromatiden iiber.

Bei hoheren Eukaryonten ist der Ablauf der HR komplizierter und es konnten mehrere RADS51-
Paraloge (RAD51B, RADSIC, RADS51D), sowie andere Proteine mit schwicherer Homologie
zur RADS1 (XRCC2, XRCC3) nachgewiesen werden (Wood et al., 2001).

Ein Zusammenhang zwischen HR und den Brustkrebs-Proteinen BRCA1 und BRCA2 wurde
ebenfalls gezeigt. Es wird vermutet, dass BRCA2 und RADS51 einen Komplex bilden, der
essentiell fiir die Stranginvasion und das Versetzen des Stranges bei der DNA-Synthese ist
(Pellegrini et al., 2002; Yang et al., 2002). BRCA1 beeinflusst moglicherweise die HR, tiber
Veridnderung der Chromatinstruktur, oder indirekt unter Teilnahme an der Transkription, indem
BRCA1 an Komplexe gebunden ist, die die Chromatin-Umstrukturierung oder die
Transkriptionsvorgénge kontrollieren (Bochar et al., 2000; Scully et al., 1997).

Einen alternativen Weg zur HR stellt das SSA dar. Dabei kommt es nicht zur Bildung von
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Holiday-Junktions, im Vergleich zur normalen HR. Trotzdem ist die homologe DNA-Sequenz fiir
die SSA-Reparatur notig. Fiir diesen Prozess sind Proteine der RADS52-Epistase-Gruppe notig,
wobei im Menschen dafiir das menschliche RAD50, MRE11 und NBS1 verwendet wird (Karran,
2000).

Zusammenfassend spielt die HR eine sehr wichtige Rolle fiir die DNA Reparatur, besonders in
Situationen wo eine korrekte Reparatur von DSBs benétigt wird. Der Verlust der HR bei Zellen
von Vertebraten verursacht eine Storung der S-Phase dieser Zellen. Moglicherweise ist die DNA-
Replikation nicht in der Lage an Orten zu starten, die endogene Schéden wie Einzelstrangbriiche
aufweisen. Genauso hat ein Verlust von RAD51, BRCA1 und BRCA2 eine friihe Sterblichkeit in

Mausembryonen und nicht lebensfihigen Zellgewebe-Kulturen zur Folge (Sharan et al., 1997).
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Abb. 6: Die Stadien der homologen Rekombination und der Einsatzort der verschiedenen Proteine. ATM
erkennt und signalisiert den DSB. Die Schwesternchromatide dient als Vorlage. Auf der Stelle der
Schiadigung tragen Protein-Komplexe aus Rad50, MREI1 und NSBI1/XRS2 (MRN-Komplex) zur
Prozessierung der DNA-Striange bei. Als nichstes kommt die DNA Replikation durch spezielle Proteine
(z.B. Replikationsprotein A). Die homologe Sequenz wird lokalisiert und es werden mit Hilfe einer DNA-
Polymerase die Informationen der Duplex-DNA kopiert und an das 3’Ende des beschidigten DNA
Stranges angehingt. Bild aus Valerie et al., 2003.
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2.4.3 Nicht homologes Endjoining (NHEJ)

Die Mehrheit der DNA-DSB Reparatur, die durch das NHEJ stattfindet, wird in der G,/G¢ Phase
der Zelle durchgefiihrt (Lee et al., 1997; Takata et al., 1998). Dieser Reparaturmechanismus
benoétigt keine homologen Chromosomen um die DSBs zu reparieren, ist er aber im Vergleich zur
HR nicht fehlerfrei. Bei dem NHEJ werden beide Bruchenden eines DSBs modifiziert, so dass sie
direkt ligiert werden konnen (Lee et al., 2003; Lieber et al., 2003; O’Driscoll et al., 2006) (Abb.
7). An diesem Prozess sind verschiedene Proteine beteiligt. Zu den wichtigsten gehort die DNA-
abhingige Proteinkinase (DNA-PK). DNA-PK besteht aus zwei Komponenten, dem Ku Protein
und der katalytischen Untereinheit (DNA-PKcs) (Jeggo, 1998; Smith und Jackson, 1999).

Das Ku Protein ist ein Heterodimer. Es bildet eine ringformige Struktur, die an beiden DNA-
Enden mit hoher Affinitét bindet und sie wahrscheinlich vor nukleolytischer Degradation schiitzt
(Taccioli et al., 1993). Moglicherweise erlaubt es die Bindung von anderen NHEJ Faktoren an
die Bruchstelle und rekrutiert und aktiviert zusétzlich in Sdugerzellen die DNA-PKecs (Dvir et al.,
1992; Gottlieb und Jackson, 1993). Das Ku Protein besteht aus den zwei Untereinheiten Ku70
(ca. 69 kDa im Mensch) und Ku80 (ca 83 kDa im Mensch), die zur Stabilisierung des Proteins
benotigt werden .

Die zweite Komponente der DNA-PK, die DNA-PKecs, wird vom Ku-Komplex rekrutiert und
aktiviert (Smith et al., 1999). DNA-PKcs ist ein 465 kDa groB3es Polypeptid. Seine C-terminale
Region hat Ahnlichkeiten mit den katalytischen Domiinen der Proteine, die zu der Familie der
Phosphatidyl-Inositol (PI)3-Kinase-dhnlichen Kinasen (PIKK) gehoren (Hartley et al., 1995;
Smith und Jackson, 1999; Abraham, 2001). Zu dieser Familie gehort auch ATM (Ataxia
teleangiectasia ,,mutated), eine Proteinkinase, die essentiell fiir die DSB-Signal-Kaskade bei
Saugetieren ist. DNA-PKes selbst hat Affinitét zu einzelstringigen DNA-Enden (Hammarsten et
al., 2000; Martensson und Hammarsten 2002). Ein Ku—Heterodimer, das an die DNA bindet,
verstirkt die Kinaseaktivitit (Pang et al., 1997). Die DNA-PKes zeigt nach ihrer Bindung an der
DNA, eine Serin/Threonin-Kinaseaktivitidt. Substrate die wahrscheinlich zur DNA-PKcs in vivo
gehoren sind XRCC4 (Critchlow et al., 1997) und der Replikationsfaktor A2 (Wang et al., 2001).
Das NHEJ wird durch die Phosphorylierung dieser Faktoren erst moglich. Weitere Faktoren die
an dem NHEJ beteiligt sind, sind die DNA-Ligase IV und das Protein XRCC4. Beide Proteine
bilden gemeinsam einen Komplex, der die Bindung der DSB-Bruch-Enden erleichtert (Li et al.,
1995; Critchlow et al., 1997). Es wurde gezeigt, dass Ku-Protein den ganzen Prozess zusitzlich

unterstiitzt, indem es den DNA-Ligase IV/XRCC4 Komplex rekrutiert (Ramsden und Gellert,
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1998). Es ist oft der Fall, dass die DNA-Bruchenden modifiziert werden miissen, damit fiir die
Bindung die notwendigen 5'-Phosphat und 3'-OH Enden vorhanden sind. Dafiir gibt es eine Reihe
von Enzymen, die potentiell eine Rolle bei diesem Prozess spielen (Lee et al., 2003).

Nukleasen, die ebenfalls eine Rolle beim End-joining spielen, sind das Werner-Syndrom-Protein
(WRN), Artemis und MRE11. WRN ist eine RecQ &hnliche Helikase, die von Ku stimuliert wird,
aber von der DNA-PKGcs inhibiert wird (Yannone et al., 2001).

Wahrscheinlich ist der MRE11-RADS50-NBS1 Komplex (MRN) an dem Reparaturprozess auch
beteiligt. Er wird schnell rekrutiert und seine Funktion besteht darin, am Ort der DSBs an dem
geschidigten DNA-Ende zu binden und die Reparatur zu unterstiitzen (Stracker et al., 2004;
Moreno-Herrero et al., 2005). Obwohl die genaue Rolle des MRE11-RADS50-NBS1 Komplexes
bei NHEJ noch unklar ist, ist es aufgrund seiner funktionellen Interaktion mit NHEJ und HR
Proteine, ein wichtiger Faktor der DSB Reparatur (Carson et al., 2003; Uziel et al., 2003; Horejsi
et al., 2004; Kobayasi et al., 2004; Lee et al., 2004).
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Abb. 7: Modell von NHE] bei strahleninduzierten DNA-DSBs. Bild aus Valerie et al., 2003.
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2.4.4 HR und NHEJ Interaktionen

HR und NHEJ, die zwei wichtigste Reparaturmechanismen, arbeiten nicht unbedingt getrennt
voneinander, sondern sie kooperieren, um die entstandene DNA-Schiadigung so korrekt wie
moglich zu beheben (Richardson et al., 2000; Saintigny et al., 2001). Zum Beispiel besitzen die
Zellen des SCID Mausstammes ein DNA-PKcs Defizit, was zu Problemen bei NHEIJ-
Reparaturmechanismen fiihrt, so dass homologe Rekombinationen effizienter eingesetzt werden
(Pluth et al., 2001).

Eine Interaktion zwischen ATM und DNA Briichen am Ort der NHEJ und V(D)J Rekombination
wurde nachgewiesen (Perkins et al., 2002) und so ist eine Verbindung von ATM mit NHEJ und
V(D)J Rekombinationen wahrscheinlich.

Daraus resultiert, dass die verschiedenen Typen der DSB Reparatur miteinander interagieren und

den Zellen eine gewisse Flexibilitit erlauben, falls einer dieser Faktoren ausfillt.

2.4.5 ATM Proteinkinase

Eine der wichtigsten Komponenten der DSB Signalkaskade bei Sdugerzellen ist die Proteinkinase
ATM. ATM ist ein 370 kDa Protein, gehort wie die DNA-PKes zur Familie der Phosphatidyl-
inositol (PI)3-Kinase-dhnlichen Kinasen (PIKK) (Savitsky et al., 1995) und besitzt eine
Serin/Threonin-Kinaseaktivitdt (Kim et al., 1999). Sie ist besonders bekannt fiir ihre Beteiligung
an der Regulation des Zellzyklus nach strahleninduziertem DSB- Schaden, was die G,/S, intra-S,
G,/M Checkpoints beinhaltet (Shiloh et al., 2001; Kurz et al., 2004). Auch bei der Regulation und
der Einleitung der Apoptose als Antwort der Zelle auf DSBs, nimmt ATM teil.

Inaktives ATM liegt in Form eines Dimers in der Zelle vor (Bakkenist und Kastan, 2003). Erst
wenn durch ionisierende Strahlung DSBs induziert werden, aktiviert das eine ATM Molekiil das
andere, indem es einen Serin-Rest an der Position 1981 innerhalb der FAT-Domine
phosphoryliert. Das Dimer zerfillt in zwei Monomere die aktiv sind (Bakkenist und Kastan,
2003). Es gibt Hinweise dafiir, dass fiir die Aktivierung von ATM eher eine Verdnderung der
Chromatinstruktur, als die direkte Bindung des Proteins mit der geschidigte DNA verantwortlich
ist (Bakkenist und Kastan, 2003).

Die Aktivierung von ATM ist auch verbunden mit zusétzlichen Faktoren wie zum Beispiel dem

MRN Komplex (D' Amours et al., 2002; Petrini et al., 2003; Van de Bosch et al., 2003). In
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Zellen, bei denen der MRN Komplex unterdriickt ist, kann die Lokalisation der DSBs durch
ATM, beeintrichtigt sein. Ferner weisen diese Zellen eine verminderte Kinaseaktivitit und
Phosphorylierung von ATM Substraten auf (Carson et al., 2003; Uziel et al., 2003; Kitagawa et
al., 2004; Lee et al., 2004; Difilippantonio et al., 2005).

ATM bewirkt ebenfalls eine Phosphorylierung von einer Reihe von ,,Downstream®-Substraten
wie P53, MDM2, CHK1, CHK2, BRCA1 und NBS1, SMCI1, die an der Zellzyklus Regulation
beteiligt sind (Shiloh, 2003; Kastan et al., 2004).

Es wurde gezeigt, dass ATM hauptsédchlich im Rahmen des langsamen Reparaturkomponente fiir
die Beseitigung von DSBs wichtig ist (Riballo et al., 2004). So ist es verstdndlich, dass ein Teil
der DSB-Verkniipfung (ca. 10%) tiber ein lingeres Zeitintervall erfolgt und dazu ATM, Artemis
und DNA-PKcs notwendig sind. ATM Defizienz fiilhrt zum Krankheitsbild der Ataxia
teleangiectasia einem neurodegenerativem Syndrom, das mit einer erhohten Préadisposition fiir
Krebserkrankungen beim Menschen assoziiert ist. Auf zelluldrer Ebene fiihrt ein solches Defizit
zu einer erhohten Strahlensensitivitit und einer erhohten Empfindlichkeit fiir Agenzien, die DSBs
induzieren, aber interessanterweise kaum zu einer Hypersensitivitit gegeniiber anderen Formen

der DNA Schédigung.

2.4.6 y-H2AX

Bei Eukaryonten befindet sich die DNA in Form von Nukleosomen im Kern lokalisiert. Die
Nukleosomen sind dann weiter auf hohere Strukturen organisiert, so dass am Ende die
charakteristische Morphologie der Chromatide entsteht (Pruss et al., 1995). Mit Hilfe der
Krystalographie war es moglich die exakte Struktur der Nukleosomen zu erforschen (Luger et al.,
1997). Fiir die Bildung von Nukleosomen sind zwei Kopien von vier verschiedenen Histon-
Proteinen notwendig. Diese Histon-Proteine sind H2A, H2B, H3 und H4 und sie bilden
zusammen ein Oktamer das 145-147 DNA-Basenpaare enthélt. Diese DNA-Basenpaare befinden
sich um die Histone und stellen einen Nukleosomen-Kern dar, der eine molekulare Masse von
ungefdhr 207 kD besitzt. Bei Sdugern werden die Histon-Proteine von verschiedenen Genen
kodiert (Heinz et al., 1991). Die verschiedenen Mitglieder der H2B-, H3- und H4-Familie
unterscheiden sich durch wenige Aminosduren. H2A besteht aus drei Unterfamilien, von denen
jede einzelne charakteristische Elemente in der Aminosduresequenz besitzt, die separat im Laufe
der Evolution der Eukaryonten konserviert wurden (West et al., 1980; Thatcher et al., 1994). Die

drei H2A- Unterfamilien sind H2A1-H2A2, H2AZ und H2AX.
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Das H2AX Histon reagiert auf eine strahleninduzierte DNA Schiddigung durch eine
Phosphorylierung des Serins an der Stelle 139 (Rogakou et al., 1998; Sedelnikova et al., 2002).

Die Phosphorylierung von Histon H2AX, gehort zu einem der frithsten Prozesse, die nach der
Entstehung von DSBs durchgefiihrt wird. Diese Phosphorylierung findet innerhalb von Minuten
statt und fiihrt zur Umwandlung von H2AX in y-H2AX. Die Funktion von y-H2AX besteht darin,
Proteine auf die Bruchstelle zu rekrutieren, die fiir die Reparatur verantwortlich sind
(Sedelnikova et al., 2003; Fernandez-Capetillo et al., 2004). Bei Menschen, Miusen und
Vertebraten nimmt das ATM Protein (Rogakou et al., 1998; Burma et al., 2001; Sedelnikova et
al., 2002), das ATR Protein (Furuta et al., 2003) und/oder die DNA-PK (Park et al., 2003) bei der
Phosphorylierung von y-H2AX nach der Entstehung von DSBs aktiv teil (Stiff et al., 2004). Mit
Hilfe von speziellen Fluoreszenz-Antikdrpern, die fiir die y-H2AX spezifisch sind, kdnnen die
DNA-Briiche im Zellkern als charakteristische Foci unter dem Mikroskop, abgebildet und
untersucht werden. Die Markierung von DSBs mit y-H2AX stellt ein duf3erst sensitives Verfahren
fiir die Analyse der Reparatur dar, das auch eine Analyse der DSB Reparatur nach Strahlendosis
in mGy Bereich zuldsst (Rothkamm et al., 2003). Im Vergleich dazu bendtigt die bisherige
Analyse mit Hilfe der Puls-Feld-Gel-Elektrophorese (PFGE), deutlich hohere Bestrahlungsdosen
(50 Gy). y-H2AX ist auf den Lasionen der DNA lokalisiert, die entweder durch ionisierende
Strahlung (Burma et al., 2001) oder durch endogene Prozesse (Petersen et al., 2001; Mahadevalah
et al.,, 2001) entstanden sind. In vitro Studien haben gezeigt, dass die Anzahl der y-H2AX in
unbestrahlten Zellen zellzyklusabhingigen Anderungen unterliegen (McManus KJ, Henzel MJ.
2005). Wihrend die Zellen in die aktive Phasen des Zellzyklus eintreten, wird eine Erh6hung der
v-H2AX Foci Anzahl beobachtet, die nicht mit DSBs korreliert. So es wird vermutet dass y-

H2AX abgesehen von der Reparatur der DNA Schiden auch an der Miose teilnimmt.

2.5 DSB Reparaturprofiziente und —defiziente Mausstdmme

Diese Arbeit basierte auf der Untersuchung der DSB Reparatur bei reparaturdefizienten
Mausstaimmen wie SCID (severe combined immunodeficiency), BALB/c und A-T (Ataxia
teleangiectasia) im Vergleich zu reparaturprofizienten C57BL/6 Méausen, mit Hilfe der YH2AX
Foci Analyse.

SCID stellt eine genetische Mutation dar, die zu schweren immunologischen Defekten und DNA

Reparatur Defiziten fiihrt. Die Erkrankung ist durch eine Mutation auf dem Gen, das die DNA-
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PKs kodiert, verursacht. Die DNA-PKcs ist eine wichtige Komponente des NHEJ, da sie fiir die
Rekrutierung und Phosphorylierung von anderen Proteinen in der DNA Reparaturkaskade
zustindig ist. Da NHEJ der dominante Reparaturmechanismus bei Sdugetieren ist, verursacht ein
Mangel an DNA-PK eine Einschrinkung der Fihigkeit, DSBs effektiv zu reparieren. Aus
diesem Grund, weisen SCID-Maiuse eine erhohte Sensitivitit gegeniiber ionisierender Strahlung
auf.

Anders als bei SCID Maéuse, besitzen Balb/c Miuse zwar die DNA-PKcs, aber diese ist durch
zweil Polymorphismen im DNA-PK-Gen in ihrer Funktion deutlich reduziert (Okayasu et. al.,
2000). Bei A-T Mausen ist ein Defekt im ATM Protein nachzuweisen. Da ATM eine zentrale
Rolle bei der Signalisierungs-Kaskade im DSB-Reparatursystem spielt (Lobrich et al., 2005),
verursacht ihr Defizit eine erhdhte Strahlensensitivitdt, eine reduzierte DSB-Reparatur sowie eine
erhohte Pradisposition fiir maligne Erkrankungen. Das Krankheitsbild des A-T Defektes bei
Menschen ist die Ataxia teleangiectasia und befillt verschiedene Organe des Korpers. Klinische
Manifestationen sind die Teleangiektasie (Dilatation der Blutgefdfle, hidufig im Bereich der
Augen und Ohren), die erhohte Pradisposition fiir die Entwicklung von malignen Erkrankungen
(60-180fach hoher als in der normalen Bevdlkerung), insbesondere von Leukédmie, Lymphome
und die progressive zerebelldre Ataxie. Die Ataxie entsteht durch das Absterben von Purkinje-
und Granula-Zellen im Kleinhirn und die meisten Patienten sind im Alter von 10 Jahre
rollstuhlpflichtig. Auf zelluldrer Ebene, ist A-T durch eine erhohte Strahlensensibilitéit
charakterisiert. Die Griinde fiir die erhdhte Strahlenempfindlichkeit sind Chromosomenbriiche,
Instabilitdt der Telomere, gestorte Zellzyklus-Checkpoints, Storung bei der Apoptose und
Defekte bei der p35-Schadensantwort, die durch A-T Defekt entstehen (Lavin und Khanna, 1999;
Shiloh und Kastan, 2001). Die Reparatur von DSBs in A-T Zellen ist weniger effizient im
Vergleich zu reparaturprofiziente-Zellen (Blocher et al., 1991). Es wurde gezeigt, dass ungefdhr
10% der strahleninduzierten-DSBs in A-T Zellen nach 24 h und auch noch nach 72h unrepariert
verbleiben (Lobrich et al., 2000; Foray et al., 1997).
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3. MATERIAL UND METHODIK

3.1 Verwendete Mausstimme

Die verwendeten 12 Wochen alten Méduse, C57BL/6 (wild-type, C57BL/6NCrl), BALB/c
(BALB/cAnNCrl) und SCID (severe combined immunodeficiency, CB17/Icr-Prkdc scid/Crl)
wurden von Charles River Laboratorien (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Homozygote A-T
(129S6/SvEvTac-A-T-tm1Awb-/J, homozygous recessive Atm-/-) Miuse wurden von Jackson
Laboratory (Bar Harbor; Main, USA) bezogen. Die Tiere wurden entsprechend den
Bestimmungen des Tierschutzgesetzes und der Veterindrbehorde des Saarlandes gehalten. Die
Maiuse wurden in Kéfigen in keimfreien Ridumen unter identischen Bedingungen (Temperatur 22
+ 2°C, Luftfeuchtigkeit 55 = 10% und Licht-Dunkel Zyklen 12h:12h) gehalten. In jedem Kifig
befanden sich 4 bis 5 Méuse, um das Infektionsrisiko zu minimieren. Alle Tiere wurden mit der
Standardlabornahrung und —Wasser regelmifig versorgt. Um das Stressniveau zu senken,
wurden die Tiere eine Woche vor dem Experiment angeliefert, so dass sie eine Woche Zeit

hatten, sich unter den oben genannten Bedingungen zu akklimatisieren.

3.2 Bestrahlungsplan

Fir die Experimente bekamen die Mduse eine homogene Ganzkdrperbestrahlung. Um die
Homogenitdt zu gewéhrleisten, wurde durch eine Bestrahlungsplanung sicher gestellt, dass 95%
der 2 Gy Isodose, den ganzen Korper der Méuse umschlie3t (Abb. 8). Fiir die Planung wurde das
Programm ADAC Pinnacle three-dimensional treatment planing system verwendet und die
Maiuse befanden sich fiir die dazu bendtigte Computertomographie in Narkose (Abb. 9). Fiir die
Bestrahlung wurde ein spezieller Zylinder aus Plexiglas mit ein Innendurchmesser von 20 cm und
einem Deckel zur Reduzierung der Mausbewegungen, in Héhe von 5cm verwendet. Dieser
Deckel besteht aus einem Gewebe-dquivalenten Plastikmaterial von 1,5 cm Dicke und sorgt fiir
eine Homogenitit der Bestrahlungsdosis.

Die Bestrahlungsbedingungen sind die Folgenden: Strahlungsenergie: 6 MeV Photonen; Dosis:
2.0 Gy/min; Quelle-Haut-Abstand: 99cm; Grofle des Bestrahlungsfelds: 30cm x 30cm. Fiir die
DSB Induktion, wurde Diinndarmgewbe von C57BL/6 10 Minuten nach Bestrahlung mit 0.1, 0.5
und 1.0 Gy analysiert.
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Um die DSB Reparaturkinetik zu bestimmen wurden C57BL/6, Balbc, A-T und SCID Méuse mit
2 Gy bestrahlt und das Diinndarmgewebe nach 0.5, 2.5, 5, 24 und 48 Stunden analysiert und mit

der entsprechenden Kontrollgruppe scheinbestrahlter Mause verglichen (Tab. 1).

Mausstamm Dosis (Gy) Zeitpunkt (h)
C57BL/6 2 0.5/2.5/5/24/48
0 Kontrolle
Balb/c 2 0.5/2.5/5/24/48
0 Kontrolle
A-T 2 0.5/2.5/5/24/48
0 Kontrolle
SCID 2 0.5/2.5/5/24/48
0 Kontrolle
C57BL/6 0.1/0.5/1.0 0.1
0 Kontrolle
SCID 0.1/0.5/1.0 0.1

Tabelle 1: Studiendesign mit den verschiedenen Mausstimmen und Bestrahlungsdosen.
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3.3 Organentnahme und Herstellung der Gewebeschnitte.

Die Gewebegewinnung erfolgte nach der Narkotisierung der Méuse. Fiir die Narkose wurde eine
Mischung aus Rompun und Ketamin (Rompun 1 ml und Ketamin 0.75 ml, verdiinnt in 8.25 ml
0.9% NaCl-Losung, 0.1 ml/ 10 g) intraperitoneal injiziert. Nach der Blutentnahme, durch eine
direkte Punktion des linken Herzventrikels, erfolgte innerhalb von 4 bis 7 Minuten die weitere
Entnahme von Lunge, Milz, Nieren, Herz, Darm und Gehirn (erster Reparaturzeitpunkt 30 min,
bei der Kinetik 10 min). Jedes Organ wurde sofort in einer 0.4% gepufferten Formaldehyd-
Losung eingetaucht, und bei Zimmertemperatur iiber Nacht aufbewahrt. Anschlieend erfolgte
die Dehydrierung der entnommenen Organe in einer eingestuften Ethanol- und Xylen-Losung,
und das Einbetten in Paraffin. Zum Schluss wurden die Organpriparate in 4 pm dicke Schichten

geschnitten und auf Objekttriger aufgezogen.

3.4 y-H2AX Immunfluoreszenz-Féarbung

Um die Farbung vorzubereiten musste das Parafin entfernt und die Gewebeschnitte rehydriert
werden. Dazu wurde folgende Prozedur durchgefiihrt: zwei Spiilungen mit Xylen (jeweils 10
min), gefolgt von einer absteigenden Ethanol Reihe (100% Athanol, 96% Athanol, 90% Athanol,
80% Athanol und 70% Athanol Spiilungen (jeweils 2 min)) und anschlieBende Spiilung mit H2O
fiir 1 min. Um die Antigen-Stellen zu demaskieren, wurden die Praparate 60 min lang mit Citrat-
Pufferlosung (DAKO Retrieval puffer, #S-2031, Glostrup, Ddanemark pH 6.0) auf 96° C erhitzt.
Nach einer 5 minutigen Waschenbett mit PBS wurden die Priparate mit normalem Ziegen Serum
(cat. #642921 ICN, Irvine, CA, USA) bei Zimmertemperatur fiir 60 min iiberschichtet, damit eine
Blockade der nicht-spezifischen Bindungsstellen stattfinden kann. Es folgte die Inkubation der
Gewebe mit einem primédren monoklonalen Maus Antikorpern gegen y-H2AX (antiphospho-
H2AX [Ser 139]; Upstate Biotechnology, Lake Placid) mit einer Verdiinnung von 1:1600 in PBS
in einer befeuchteten Kammer bei 4 °C iiber Nacht. Die Prdparate wurden danach mit
biotinilierten Alexa Fluor 488 konjugierten sekundidren Ziegen anti-Maus Antikorpern IgG
(Invitrogen, cat. #A11001, Karlsruhe, Deutschland) in einer Verdiinnung von 1:200 in PBS in
einer feuchten Kammer fiir 60 min bei Zimmertemperatur im Dunkeln inkubiert. Zum Schluss
erfolgte die Gegenfiarbung der Zellkerne mit DAPI, das Einbetten der Gewebeschnitte in Entellan
(Merck, Darmstadt, Deutschland) und ihre Aufbewahrung bei 4° C im Dunkeln. Zwischen den

jeweiligen Stadien der Farbung wurde eine Spiilung mit PBS (3x10 min) durchgefiihrt.
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3.5 Quantifizierung von y-H2AX Foci

Die Diinndarm-Priparate wurden unter dem Mikroskop und bei 60- und 100-facher
Vergroferung untersucht und die Anzahl der YH2AX Foci quantitativ erfasst. Die Fluoreszenz
Bilder wurden mit Hilfe der Nikon-Epifluoreszenz Mikroskops, ausgeriistet mit einer CCD-
Kamera (charge-coupled device) und einer Erfassungs- und Auswertungs-Software (Nikon,
Diisseldorf, Deutschland) aufgenommen (Abb. 10). Alle Zellen des Diinndarmgewebes der vier
Mausstdmme (C57, Balbc, SCID und A-T) wurden zu den verschiedenen Zeitpunkten analysiert,

und mindestens 100 Zellen pro Priparat auf DSBs Foci untersucht.

3.6 Statistik

Um die Unterschiede der DSB Reparaturkinetik zu jedem Zeitpunkt (0.5 h, 2.5 h, 5 h, 24 h,48 h
nach Bestrahlung) zu evaluieren, wurde eine multivariante Varianzanalyse der Daten mit
Bonferroni Post-Hoc Test verwendet. Zur statistischen Auswertung wurde die statistik Software
statistical pacage for social science version 15 (SPS Chicago, IL) benutzt. Das Kriterium fiir die

statistische signifikanz war p < 0,05.

Abb. 10: Die Entnahme der Organe und ihre Konservierung
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4. ERGEBNISSE

Das Ziel dieser Arbeit war, die Induktion von DSBs im Diinndarmgewebe, nach Exposition auf
ionisierende Strahlung zu messen sowie die Untersuchung der DSBs Reparatur bei verschiedenen
Mausstdmmen. Fiir diesen Zweck wurden ausschlieBlich Zellkerne von Enterozyten unter dem
Mikroskop auf Foci untersucht. Andere Zellen des gastrointestinalen Traktes so wie Zellen des
Immunsystems wurden von der Messung ausgeschlossen. Ausgewdhlt wurden hauptsdchlich
Zellen der Diinndarm Zotten, weil dort die ausdifferenzierten Enterozyten am besten zu
untersuchen waren, wobei sich in den Krypten die Stamm- und Vorlduferzellen unter standiger
Mitose befinden. Die Untersuchung der Diinndarmzellen war nicht in allen Regionen moglich,
denn es fanden in vielen Abschnitten der Priiparate eine Uberlappung der Zellkerne statt. Ein
anderer Faktor, der die Auswertung der Foci beeintrachtigt hat, war die intensive Féarbung des
gesamten Priparats, durch die Autofluoreszenz von Makromolekiilen. In den meisten Féllen, war
es allerdings moglich die Foci vom Hintergrund zu unterscheiden. Es gab jedoch Prédparate, wo
die Analyse der Foci dadurch unzuverldssig war. In solche Fille wurden, wenn moglich, aus dem
Gewebe neue Priparate erstellt und diese erneut unter dem Mikroskop analysiert.

Zum Vergleich ob eine Unterschied zwischen der Analyse unter 60-facher oder 100-facher
Vergroferung besteht, wurden die gleichen Préparate parallel mit beiden VergroBerungsfaktoren
untersucht. Die Messungen zeigten keinen signifikanten Unterschied zwischen der Analyse unter

60-facher und unter 100-facher VergroBerung (Abb. 11)

Kontrolle 30 Minute 5 Stunden

small
intestine

Abb. 11: yYH2AX Immunfluoreszenz im Diinndarm.
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Die Analyse der Ergebnisse erfolgte separat fiir die DSB Induktion und die DSB Reparatur. Die
Ergebnisse der verschiedenen Mausstimme wurden dann miteinander verglichen, so dass die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Mausstimmen beziiglich des Reparaturverhaltens

dargestellt werden konnte.

4.1. DSB Induktion im Diinndarmgewebe

Fir die DSB Induktion wurden Méuse von dem C57BL/6 Stamm und dem SCID Stamm mit
0.1 Gy, 0.5 Gy und 1.0 Gy bestrahlt und nach 10 Minuten der Diinndarm entnommen. 10
Minuten war das Minimum an Zeit, die ndtig war, um die Organe der Mduse nach der
Bestrahlung zu préiparieren. Nach der Farbung mit YH2AX Immunfluoreszenz wurden die
Priparate unter dem Mikroskop auf Foci untersucht. Bei der Durchfiihrung der Experimente
konnte nur eins der geplanten drei SCID Experimente tatsdchlich durchgefiihrt weren. Das lag an
Problemen wihrend der Herstellung der Priiparate. Die Uberlappung der Zellkerne, sowie die
intensive Hintergrundfirbung der Priparate, fiihrte dazu, dass eine Foci Analyse entweder
unmoglich oder so unsicher war, dass die Ergebnisse unzuverlidssig waren.

Der Vergleich der Foci zwischen einem reparaturprofizienten Maustamm wie dem C57BL/6
Stamm und den SCID Stamm, der starke Defekte in der DNA Reparaturkaskade aufweist, zeigte
keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl gebildeter Foci, die nach 10 min nachweisbar
waren. Der Vergleich erfolgte auch parallel zwischen Zellen von verschiedenen Mausorganen,
bei denen die Ergebnisse vergleichbar waren.

Beim C57BL/6 Stamm zeigte sich eine lineare Erhohung der Focianzahl analog zur Erh6hung der
Bestrahlungsdosis in allen Untersuchungen. Die Tabelle 2 zeigt die separaten Ergebnisse pro
Untersuchung beim C57BL/6 Miusestamm sowie den Mittelwert und die Standardabweichung.
Bei der dritten Untersuchung war das Prédparat von der jeweiligen Kontrollzellen nicht
auswertbar. Es lag daran, dass die Zellkerne der Enterozyten im Préparat so stark iiberlappend
waren, dass die Foci Analyse nicht moglich war. Das Diagramm in Abb. 12 zeigt das quantitative
Verhiiltnis zwischen der Zahl von YH2AX Foci pro Enterozyten-Zelle und der Bestrahlungsdosis.
Dafiir wurde der Mittelwert der Ergebnisse von C57BL/6 Miuse benutzt um das lineare

Verhiltnis zwischen der Anzahl der Foci und der Bestrahlungsdosis deutlich zu erkennen.
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Dosis Foci Mittelwert | Standardabweichung | Untersuchung 1 | Untersuchung 2 | Untersuchung 3
SD Foci Foci Foci

0 Gy 0.08 0.01 0.07 0.08 nicht auswertbar
0.1 Gy 0.79 0.04 0.83 0.79 0.75
0.5 Gy 423 0.28 421 4.52 395
1.0 Gy 7.98 0.60 8.45 7.30 8.18

Tabelle 2: Die Ergebnisse der DSB Induktion bei C57BL/6 Mausen.

Ointestine

Foci per cell
O =~ N w A 00 N o ©

o 4

Dosé (Gy)

Abb. 12: DSB Induktion in Diinndarmzellen bei C57BL/6 Méusen. Die Praparate

wurden 10 min nach der Bestrahlung gefarbt und untersucht.

Bei der Analyse der DSB Induktion in SCID Miuse war, wie bereits erwdhnt nur bei einer
Untersuchung die Auswertung moglich. Dabei zeigte sich dhnlich wie bei den C57BL/6 Miusen
eine lineare Korrelation zwischen der Anzahl der Foci und der Bestrahlungsdosis. Sogar die
Menge der Foci im Vergleich zu den C57BL/6 Miusen zeigte keinen groflen Unterschied. Das
gleiche Verhiltnis zeigten auch die Zellen von anderen Mausorganen. Die Tatsache dass die
Induktion keine groen Unterschiede zeigte, liegt eher daran, dass die DNA Reparatur noch nicht
vollstindig begonnen hatte, so dass die Defizite von SCID Méuse manifest wurden. Die Tabelle 3

zeigt die Ergebnisse bei der DSB Induktion im SCID Mausstamm.
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Dosis Foci
0.1 1.01
0.5 4.76
1.0 9.23

Tabelle 3: Die Ergebnisse der DSB Induktion bei SCID Mausen.

4.2. DSB Reparatur in verschiedenen Mausstimmen

Die DSB Reparatur bei verschiedenen Mausstimmen wurde bestimmt, indem die Méuse mit

2 Gy bestrahlt wurden und nach 30 min, 2.5 h, 5 h, 24 h und 48 h der Diinndarm entnommen und

auf Foci untersucht wurde.

Fir diesen Zweck wurden Madéuse aus vier verschiedenen

Mausstdmmen benutzt und zwar die reparturprofizienten C57BL/6, Miuse, die Balb/c Méuse, die

A-T Miuse und die SCID Maéuse. Nach der Herstellung der Préparate wurden die Zellkerne des

Diinndarms unter dem Mikroskop mit 60-facher und 100-facher Vergroerung untersucht.

Die Reparaturantwort auf DSB war bei den C57BL/6 Miuse am effektivsten. Dies manifestierte

sich mit einer rapiden Reduktion der Foci Anzahl zum spéteren Zeitpunkt der Untersuchung.

Reparaturzeit | Foci/Zelle | Standardabweichung | Untersuchung I | Untersuchung2 [ Untersuchung 3 | Untersuchung 4
(h) Mittelwert SD Foci/Zelle Foci/Zelle Foci/Zelle Foci/Zelle
0.5 10.7 0.85 10.44 11.96 10.17 10.23
25 8.19 0.13 8.30 8.03 8.15 8.30
5 4.79 0.21 4.87 5.04 4.56 4.69
24 0.70 0.32 043 1.13 0.76 048
48 0.29 0.08 - 0.25 0.39 0.25

Kontrolle 0.1 nicht 0.06 0.11 0.15

auswertbar

Tabelle 4: Ergebnisse der DSB Reparatur bei C57BL/6 Miusen.
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Abb. 13: Reparaturkinetik bei den C57BL6 Méausen.

AnschlieBend wurden die Balb/c Méause in Bezug auf die DSB Reparaturkinetik untersucht. Die

Korrelation zwischen der Reparaturzeit und der Foci Reduktion zeigte ein dhnliches Bild im

Vergleich mit den C57BL/6 Miusen, jedoch war die Anzahl der Foci zu allen Zeitpunkte im

Vergleich zum C57BL/6 Mausstamm-Wert erhoht (Tab. 5).

Reparaturzeit Foci /Zelle Standardabweichung Untersuchung 1 Untersuchung 2 Untersuchung 3 Untersuchung 4
(h) Mittelwert SD Foci/Zelle Foci/Zelle Foci/Zelle Foci/Zelle
0.5 12.57 0.61 12.36 12.17 13.48 12.28
25 9.34 0.34 9.09 9.18 9.85 9.23
5 6.15 0.22 5.96 5.99 6.21 6.43
24 1.58 0.43 1.27 1.63 2.17 1.25
48 0.77 0.36 nicht 0.54 1.19 0.58

auswertbar
Kontrolle 0.064 0.081 0.071 0.035 0.07

Tabelle 5: Ergebnisse der DSB Reparatur bei Balb/c Méusen.
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Abb. 14: Reparaturkinetik bei den Balb/c Méausen.

Bei den A-T Miusen zeigte die Reparaturkurve in den Friihzeiten eine dhnliche Foci Anzahl wie
bei den Balb/c Miusen und war entsprechend hoher als bei den C57BL/6 Miusen. In der
Spiétphase jedoch war die Reduktion der Foci bei den A-T Méusen deutlich langsamer als bei den

Balb/c Miusen (Tabelle. 6).

Reparaturzeit | Foci/Zelle | Standardabweichug | Untersuchung 1 | Untersuchung 2
) Mittelwert SD Foci/Zelle | Foci/Zelle

0.5 13.28 - 13.28 nicht
auswertbar

2.5 9.32 0.09 9.381 9.25

5 7.18 0.08 7.12 7.23

24 3.03 0.05 2.99 3.06

48 1.79 0.35 1.54 2.04

Kontroll 0.095 0.1 0.09

Tabelle 6: Ergebnisse der DSB Reparatur bei A-T Miusen.
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Abb. 15: Reparaturkinetik bei den A-T Méiusen.

Der letzte Mausstamm der beziiglich der DSB Reparaturkinetik untersucht wurde war der SCID
Mausstamm. Die Ergebnisse der Reparaturkurve zeigten auch hier eine &dhnliche Zeit/Foci-
Reduktion mit den anderen Mausstimme, jedoch war die Foci Anzahl zu allen Zeitpunkten der

Reparatur deutlich hoher als bei den anderen Mausstammen (Tab. 7).

Reparaturzeit Foci /Zelle Standardabweichung Untersuchung 1 Untersuchung 2 Untersuchung 3
(h) Mittelwert SD Foci/Zelle Foci/Zelle Foci/Zelle

0.5 15.83 0.71 16.32 15.02 16.16

2.5 11.14 0.36 11.26 10.73 11.42

5 8.22 0.33 8.21 7.89 8.55

24 4.55 0.16 nicht 4.44 4.66
auswertbar

48 3.08 042 nicht 3.38 2.78
auswertbar

Kontroll 0.19 0.1 0.25 0.23

Tabelle 7: Ergebnisse der DSB Reparatur bei SCID Méiusen.
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Abb. 16: Reparaturkinetik bei den SCID Méiusen.

Die Ergebnisse der Reparaturkurven zeigten, wie sich die unterschiedlichen Defekte in der
Reparaturkaskade bei der Foci Reduktion widerspiegeln. Die C57BL/6 Miuse die einen intakten
Reparaturapparat besitzen, zeigten zu allen Zeitpunkten eine schnellere Foci Eliminierung. Die
SCID Miuse, die eine Mutation auf dem Gen, das die DNA-PK  kodiert aufweisen, zeigten eine
langere Persistenz von Foci. Die Balb/c Miuse haben aufgrund des Polymorphismus in dem
DNA-PK, Gen eine erhohte Anzahl von Foci zu allen Zeitpunkten der Untersuchungen im
Vergleich zu den C57BL/6 Méusen, aber eine bessere Eliminierung der Foci im Vergleich zu den
SCID Miusen. Interessant ist der Vergleich zwischen den Balb/c Miusen und den A-T Miusen.
In den Friihzeiten ist die Foci Anzahl &dhnlich, die Eliminierung der Foci aber zu den
Spitzeitpunkten bei den Balb/c Méusen hoher als bei den A-T Mausen. Dadurch ldsst sich die
wichtige Rolle des ATM Proteins bei der Spitphasenreparatur indirekt zeigen. Die Tab. 8 und
die Abb. 17 zeigen die Unterschiede der Reparaturkinetik zwischen den verschiedenen

Mausstimmen.
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Reparatuzeit
(h) > SD At SD(A-T) | Balble SD C57BL/6 SD
(SCID) (Balb/c) (C57BL/6)

0.5 15.83 0.71 13.28 - 12.57 0.61 10.70 0.65
25 11.14 0.36 9.3155 0.09 9.34 0.34 8.19 0.13

5 8.22 0.33 7.18 0.08 6.15 0.22 4.79 0.21
24 4.55 0.16 3.03 0.05 1.58 0.43 0.70 0.32
48 3.08 0.42 1.79 0.35 0.77 0.36 0.29 0.08

Tabelle 8: Die Mittelwerte der Foci-Anzahl gemessen zu verschiedenen Zeitpunkten.
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Abb.

17: Die DSB-Reparatur in den verschiedenen Mausstimmen
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5. DISKUSSION

5.1 Die Interpretation der Foci in den Untersuchungen

Fiir die Messung der Foci wurde die Bildung von YH2AX nach Bestrahlung mit Hilfe der
Immunfluoreszenz untersucht. Dabei wurde der Mechanismus der Foci Entstehung sowie das
Verhalten der Proteine, die an der DSB Stelle akkumulieren, beriicksichtigt.

Durch eine Autofluoreszens von Makromolekiilen kann man eine Hintergrundfirbung
beobachten, die aber aufgrund ihrer geringen Intensitit spielte hier eine untergeordnete Rolle. Oft
wird eine Zunahme der Foci-GroBe, im Verlauf der DNA Reparatur beobachtet, was auf die
Ausbreitung der DSB Reparaturkomplexe in die benachbarten Chromatinstrukturen
zurlickzufiihren ist.

Zusitzlich soll das Verhalten der Reparaturproteine, im Bezug auf den Zellzyklus beriicksichtigt
werden. Die Entstehung und Persistenz von Foci hédngt stark von der Chromatinorganisation ab.
Obwohl Heterochromatin eine groBe Anzahl von DSBs aufweist, zeigt es zum Beispiel eine
relativ geringe Bildung von YH2AX Foci (Cowell et al. 2007; JA Kim et al. 2007). In der S-Phase
ist jedoch durch die Replikation eine erhohte Anzahl von YH2AX Foci in den
Heterochromatinregionen zu sehen, was auf die Verdnderung der kompakten Struktur des
Heterochromatins zuriickzufiihren ist (Chadwick and Lane 2005; Cowell et al. 2007; Rozenhak et
al 2010; Szilard et al. 2010).

Die Rekrutierung von Reparaturfaktoren an den DSB Stellen hingt von der Phase ab, in der sich
die Zelle befindet. yH2AX das fiir die Foci Analyse in der vorliegenden Arbeit verwendet wurde,
wird in allen Phasen des Zellzyklus eingesetzt. (Lisby et al. 2004; Bekker-Jensen et al. 2006)
Zusitzlich, zeigte eine Analyse der Prdparate mit Hilfe der Immunfluoreszenz von p53 (53
binding protein), welches ein hochsignifikantes Marker fiir die DSBs ist, eine identische
Lokalisation der DSBs Foci von yH2AX und p53 (Riibe et al., 2008). Diese identische
Lokalisation demonstriert dass die gemessenen YH2AX Foci bei den Untersuchungen zum
groBBten Teil nur durch die Bestrahlung des Gewebes und nicht aus endogene DNA
Umbauprozesse entstehen.

Man muss natiirlich iiberlegen, dass die Anzahl der DNA-DSBs, die durch diese Methode
gemessen wurde, etwas erhoht sein kann im Vergleich zu der Anzahl der tatsichlichen DNA-

Léasionen. Das ist verstindlich wenn man beriicksichtigt, dass an manchen Stellen die
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Fluoreszenzfarbung fiir einige Zeit nach der Reparatur noch sichtbar bleibt. Allerdings ist die
Dauer dieser verldngerten Fluoreszenz so kurz, dass es fiir die Ergebnisse nicht signifikant ist.

Es muss noch beriicksichtigt werden, dass Diinndarmzellen zu den Zellen gehoren, die eine hohe
Proliferation aufweisen. Dementsprechend ist der Umbau der DNA in der Diinndarmzellen,
besonders in den Stamm- und Vorlduferzellen im Vergleich zu den ausdifferenzierten Zellen von
anderen Organen stark erhoht. Um den Einfluss der Zellproliferation auf die DNA und die Foci
moglichst minimal zu halten, wurden in der vorliegenden Arbeit ausdifferenzierte Enterozyten

aus der Zotten verwendet.

5.2 Analyse von YH2AX als pradiktiver Test fiir die Radiosensitivitét.

Es wurde bei den Untersuchungen die Reparaturkinetik der DNA bei verschiedenen
Mausstimmen gemessen, die an unterschiedlichen Stellen der Reparaturkaskade Defekte
aufweisen. Das Ziel der Arbeit war, dadurch die Sensitivitdt der DSB-Reparatur-Analyse mittels
YH2AX-Farbung von verschiedenen reparaturprofiziente und — defiziente Zellen zu vergleichen
und parallel den Zusammenhang mit anderen Organen zu testen.

Um auszuschlieBen, dass ein Unterschied der initialen Foci Bildung von dem Typ des
Mausstamms abhéngig ist, wurde die Foci Anzahl nach DSB Induktion in reparaturprofizienten
Maiusen mit reparaturdefizienten Mausen verglichen. Es zeigte sich, dass in beiden Mausstimmen
die Anzahl der Foci nach DSB Induktion gleich war. Daraus kann man schlie3en, dass die initiale
Foci Anzahl in den verwendeten Mausstimmen identisch war und damit die Unterschiede der
Foci Anzahl bei den Reparaturkinetik Untersuchungen, auf die DSB Reparatur selbst basierten.
Es wire denkbar, dass reparaturprofiziente Mausstimme wie C57BL6, eine schnellere
Eliminierung von Foci aufweisen, als Mausstimme die Defekte in der Beseitigng von DSBs
zeigen, wie Balbc, SCID und A-T. Die Ergebnisse der Reparaturkinetik nach Bestrahlung mit 2
Gy haben die Unterschiede der Reparaturfihigkeit bei den verschiedenen Mausstimmen
demonstriert. So ist die Abnahme der Zahl der YH2AX-Foci bei Zellen mit schweren Defekten in
den Reparaturenzymen, wie z.B. bei SCID und A-T Maiuse, langsamer als bei Zellen mit weniger
schweren (Balb/c) oder gar keinen Reparaturdefekten (Abb.12).

Die Ergebnisse demonstrieren, dass die y-H2AX Immunfluoreszenz ein sehr sensitives Verfahren
fiir die Erfassung von Defiziten im Reparaturmechanismus ist, auch wenn es sich nur um
Genpolymorphismen handelt. So kann die y-H2AX Immunfluoreszenz als ,,Screening Methode

fiir die Entdeckung von DSB-Reparaturdefekte benutzt werden.
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53 Vergleich der DSB-Reparatur in Organen mit unterschiedlicher

Radiosensitivitét

Die verschieden Organgewebe reagieren unterschiedlich auf ionisierende Strahlung. Manche
Organe zeigen Schiden nach Bestrahlung in einer Dosierung in der andere Organe resistenter
sind. Der Vergleich der Reparatur von DSBs in Diinndarmzellen, die eine hohe Proliferationsrate
zeigen mit anderen Organen, deren Zellen zum grofBten Teil ausdifferenziert sind, stellt einen
interresanten Aspekt dar um die Unterschiede in der Radiosensitivitit zu verstehen. Die
Ergebnisse zeigten interessanterweise, dass die Reparaturkinetik der ausdifferenzierten
Enterozyten in allen Mausstimmen keinen signifikanten Unterschied aufweisen, im Vergleich zu
der korrespondierten Reparaturkinetik von anderen Organen (Riibe et al., 2008). Dadurch wird
vermutet dass die unterschiedliche Strahlungsempfindlichkeit der Organe sowie die Unterschiede
in der Frith- oder Spittoxizitit nach der Einwirkung von ionisierender Strahlung, durch die
Beeintrachtigung der Funktion der Stamm- und Vorlduferzellen und nicht der Enterozyten
beeinflusst wird. Von groflem Interesse ist die Frage, ob die Reparaturkinetik bei den Stamm-
und Vorlduferzellen dhnlich wie bei den Enterozyten ist. Eine Analyse dieser Zellen mit der
v-H2AX Foci Fiarbung in vivo wiirde viele Informationen tiber das Verhalten der Zellen auf eine
strahleninduzierte DNA-Schédigung liefern.

Ferner zeigte die Analyse der Reparaturkinetik in unterschiedlichen Organen wie wichtig die
Reparatur-Proteine fiir die Reparatur der DSBs sind und somit wurde die zentrale Rolle der DSB
Reparatur in allen Geweben fiir die Integritit und Fortpflantzung des genetischen Materials

manifestiert.
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5.4 Die Bedeutung der DSB Analyse mittels y-H2AX Immunfluoreszenz

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die Analyse der DSBs Reparaturkinetik in Enterozyten,
mit Hilfe der y-H2AX Immunfluoreszenz als ,,Screening” Methode benuzt werden kann, um
Gendefekte und die daraus resultierende DNA Reparaturdefekte prizis zu detektieren. Vergleicht
man die Reparaturkinetik von ausdifferenzierten Enterozyten mit ausdiffernzierten Zellen anderer
Organen (Riibe et. al, 2008), zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Das demonstriert
auch die zentrale Rolle der Hauptreparaturmechanismen in allen Organen. Daraus kann man
vermuten, dass Unterschiede in der Strahlenempfinlichkeit in den verschiedenen Organen sowie
die Friihtoxizitdt in Diinndarmgewebe nach der Einwirkung von ionisierender Strahlung, eher
von der Reparaturkinetik der Stamm- und Vorlduferzellen abhéngt, als von der Reparaturkinetik

der ausdifferenzierten Enterozyten.
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