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Vorwort

Vorwort

Im Jahr 2006 erkrankten in der Bundesrepublik Deutschland 4.960 Manner an
Hodenkrebs [1]. Auch wenn diese Erkrankung bezogen auf die Gesamtzahl aller
Krebserkrankungen mit einem Anteil von 2 % eher zu den seltenen Krebsarten gehort,
so ist sie doch in der Altersklasse der 25 bis 45 jahrigen Manner die haufigste bosartige
Tumorart [1, 2].

Wird ein Hodentumor frithzeitig entdeckt und behandelt, kann er so gut wie immer
geheilt werden. Die Uberlebensrate liegt bei > 95 % [1, 3]. Neben der Méglichkeit einer
Operation bzw. der chirurgischen Entfernung der Hoden und/oder einer
Strahlentherapie, sprechen Hodentumore auRerordentlich gut auf cisplatinhaltige
Chemotherapien an. Selbst metastasierte Tumore kdnnen noch in > 80 % der Falle
geheilt werden [4].

Trotz der guten Therapiemoglichkeiten entwickeln 10 % der betroffenen Patienten
eine Chemoresistenz gegen die Cisplatin-Behandlung [5]. Eine Chemotherapie
bedeutet fiir die Patienten nach wie vor eine groRe korperliche Belastung durch
Wirkungen und Nebenwirkungen der eingesetzten Zytostatika, sowie die Belastung
durch den Tumor selbst.

Die Art einer Chemoresistenz sowie deren Entwicklung hat somit besondere klinische
Bedeutung. Letztlich sind diese Resistenzen, erworben oder angeboren, fir das
Scheitern der meisten Behandlungen und damit fir den Tod der Patienten
verantwortlich. Die Vermeidung dieser Chemoresistenzen gegenliber einem
Zytostatikum setzt Wissen liber deren Entstehung voraus. Es ist daher ebenso wichtig,
neue Therapieoptionen und Zytostatika-Angriffspunkte zu erforschen, wie die bereits
etablierter Zytostatika genauer zu betrachten und deren molekulare Mechanismen zu
ergrinden.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Einfluss der DNA-Reparatur auf die
Sensitivitdt und die Resistenz maligner Keimzelltumore des Hodens gegeniiber einer
Cisplatin-Behandlung. Sie leistet damit einen Beitrag zum Verstandnis von
Resistenzentwicklungen und Therapieansprechen.
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1 Einleitung

1.1 Testikuldre Keimzelltumore (TGCTs)

Keimzelltumore wurden 2004 im Klassifikationssystem der World Health Organisation
(WHO) in finf Gruppen unterteilt [6]. Diese Einteilung basiert auf epidemiologischen
und klinischen Erkenntnissen, sowie chromosomalen Charakteristika. Drei dieser funf
Gruppen erfassen testikuldre Keimzelltumore (TGCT). TGCTs sind eine sehr heterogene
Gruppe von Tumoren, die von pluripotenten Keimzellen ausgehen.

Als Typ I-Tumore werden Teratome und Dottersacktumore bei Neugeborenen und
Kindern bezeichnet. Typ ll-Tumore treten bei Jugendlichen und jungen Erwachsenen
auf. Die Typ lll-Tumore sind spermatozytische Seminome des alteren Mannes. Typ II-
Tumore reprasentieren die groRte Gruppe unter den Keimzelltumoren. Die
Untersuchungen in dieser Arbeit erfolgen an Zelllinien aus diesen Typ II-
Keimzelltumoren. Die Vorlauferzelle der testikularen Typ llI-Keimzelltumore wird als
Carcinoma in situ (CIS) oder auch intratubuldre Keimzellneoplasie unklassifiziert
(ITGCNU) bzw. testikuladre intraepitheliale Neoplasie (TIN) bezeichnet.

Typ llI-Keimzelltumore werden in Seminome und Nicht-Seminome unterteilt [6-8]
(siehe Abbildung 1.1). Seminome und Nicht-Seminome kommen ungefahr gleich haufig
vor und machen 80-90 % aller Keimzelltumore aus. Etwa 10 % sind gemischte
Keimzelltumore, die sowohl aus einer Seminom- als auch aus einer Nicht-Seminom-
Komponente bestehen.

Morphologisch betrachtet bestehen Seminome aus Zellen, die den primordialen
Keimzellen und CIS-Zellen gleichen und dem Tumor ein einheitliches Erscheinungsbild
verleihen. Dem gegenliber stehen die Nicht-Seminome, die aus histologisch
verschiedenen Komponenten, wie dem Embryonalkarzinom (EC), dem Teratom, dem
Dottersacktumor und dem Chorionkarzinom bestehen (siehe Abbildung 1.1). Die EC-
Zellen reprasentieren die Stammzellkomponente. Diese haben das Potential, zu
extraembryonalen Geweben (Dottersacktumor und Chorionkarzinom) oder auch zu
embryonalen Geweben mit mesenchymalen, epithelialen oder neuronalen
Komponenten (unreife und reife Teratome) zu differenzieren.

Als Unterscheidungsmerkmal zwischen Seminomen und Nicht-Seminomen kann die
Expression von AFP (a-Foetoprotein) herangezogen werden. Im Gegensatz zu Nicht-
Seminomen produzieren Seminome kein AFP und zeigen deshalb auch keine erhéhten
Serumwerte [8].
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Abbildung 1.1:  Uberblick iiber die verschiedenen histologischen Formen der Typ II-TGCTs. Ausgehend
von der Vorlauferschdadigung Carcinoma in situ kdnnen sich Gber die intermedidren Stadien des
intratubuldaren Seminoms (ITSE) oder intratubularen Nicht-Seminoms (ITNS) entweder Seminome oder
Nicht-Seminome entwickeln. Die unterschiedlichen Histologien der Nicht-Seminome sind auf grauem
Hintergrund dargestellt. Seminome koénnen sich mittels ‘Re-Programmierung (R)* auch zu Nicht-
Seminomen entwickeln, aus van de Geijn 2009 !

Weitere Keimzelltumormarker sind das B-Humane-Choriongonadotropin (f-HCG) und
die Laktatdehydrogenase (LDH). Bei 80 % der Patienten mit einem Nicht-Seminom sind
AFP und / oder B-HCG erhoht. Eine Erhohung von B-HCG bei Seminom-Patienten
kommt in 20 % der Falle vor. LDH ist bei 50 % der Seminom- und Nicht-Seminom-
Patienten erhoht. Sie hat eher prognostische Bedeutung. Alle TGCTs, unabhangig von
deren Histologie, zeigen eine Zunahme des kurzen Arms von Chromosom 12, das
sogenannte Isochromosom 12p (i(12p)n). In CIS-Zellen konnte diese chromosomale
Verdanderung dagegen nicht nachgewiesen werden.

1.1.1 Inzidenz und Therapie

Wie bereits erwahnt erkrankten im Jahr 2006 in der Bundesrepublik Deutschland 4.960
Manner an Hodenkrebs [1]. Wird dieser friihzeitig entdeckt und behandelt, kann er so
gut wie immer geheilt werden. Die Uberlebensrate liegt bei >95% [1, 3]. Unter
Anwendung einer Cisplatin-basierten Chemotherapie kann sogar bei metastasierenden
Verlaufsformen eine Heilungsrate von > 80 % erreicht werden [4].

! aus Birth Defects Research Part A: Clinical And Molecular Teratology; 87(1), Geijn Gert-Jan M. van de,
Hersmus Remko, Looijenga Leendert H. J., Recent developments in testicular germ cell tumor
research, pages 96-113, 2009, mit freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons
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Die Therapie der Typ II-TGCTs richtet sich nach der Art des Keimzelltumors, dessen
Stadium und Prognose-Score. Grundsatzlich wird zunachst versucht, den Primartumor
durch eine Operation zu entfernen.

Die histologische Einteilung ist wegen der unterschiedlichen
Wachstumsgeschwindigkeiten und des unterschiedlichen Metastasierungsverhaltens
der Seminome und Nicht-Seminome von erheblicher Bedeutung fiir die Prognose und
Therapie. Faktoren wie die Festlegung der lokalen Ausdehnung des Primartumors mit
Uberschreiten bestimmter Grenzen als auch die Bestimmung der Tumormarker spielen
ebenfalls eine wichtige Rolle. Die Einteilung der Tumorstadien erfolgt mittels
international einheitlicher TNM-Klassifikation.

Seminome gelten allgemein als radiosensitiv. Die adjuvante Radiotherapie gilt daher
als Standard bei der Behandlung von Seminomen der Stadien | bis llb. Nach neuesten
Erkenntnissen wird fir die Stadium I-Seminome eine Surveillance-Strategie empfohlen.
Im klinischen Stadium lla erfolgt die Bestrahlung mit 30 Gy und im klinischen Stadium
Ilb mit 36 Gy. Patienten, die eine Strahlentherapie ablehnen, sollten eine
Chemotherapie mit drei Zyklen PEB (siehe Tabelle 1.1) oder vier Zyklen Cisplatin und
Etoposid (EP) erhalten. Letztgenannte Therapie ist beispielsweise bei bestehender
Lungenschadigung oder im Fall von Kontraindikationen gegen Bleomycin angezeigt. So
konnen zwischen 80 % und 95 % der Patienten im Stadium Il durch die postoperative
Radio- oder auch Chemotherapie geheilt werden [8-11].

Fir die Therapie eines Stadium IlI-Nicht-Seminoms kommt eine Chemotherapie lber
3 Zyklen gemalk PEB-Schema (siehe Tabelle 1.1) in Frage, gefolgt von einer Entfernung
residueller retroperitonealer Tumormassen und evtl. ergdnzt durch eine
retroperitoneale Lymphadenektomie (RPLND). Weitere Moglichkeiten sind eine RPLND
gefolgt von einer adjuvanten Chemotherapie gemaR PEB-Schema liber 2 Zyklen sowie
eine RPLND mit engmaschiger Nachkontrolle und Einsatz einer Chemotherapie bei
Nachweis eines Rezidivs [8, 10-12].

Tabelle 1.1: Typisches PEB-Schema zur Behandlung der testikuldaren Keimzelltumore

Dosis Intervall
Cisplatin 20 mg/m?i.v. in NaCl 0.9 % Tag 1-5
500 ml/h
Bleomycin 30 mg/m?i.v. Tag 1,8, 15
Bolus
Etoposid 100 mg/m”i.v. in NaCl 0.9% | Tag 1-5
500 ml/h
Wiederholung des Schemas Tag 22 oder 29
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1.1.2 TGCTs in der Forschung

TGCTs sprechen hervorragend auf eine Chemotherapie an. Lediglich reife Teratome
teilen diese allgemein hohe Chemosensitivitat nicht, obwohl sie ein identisches Erbgut
aufweisen. Die meisten Zelllinien, die von humanen TGCTs abstammen, behalten diese
ungewohnlich hohe Sensitivitat [4, 13-15]. Ein Einblick in die molekularen
BestimmungsgroBen dieser Wirksamkeit der Behandlung der TGCTs kdnnte das
Therapieansprechen von Keimzelltumoren mit schlechter Prognose verbessern.
Desweiteren konnte es neue Strategien zur Steigerung der Therapiesensitivitdt in
anderen soliden und metastasierten Tumoren liefern.

1.1.2.1 NT-2

Die NT-2-Zelllinie stammt aus einem Xenograft-Tumor der humanen
Teratokarzinomzelllinie Tera-2 (auch TERA-2) [16]. Diese wiederum stammt aus dem
metastasierten Teratokarzinom eines 22-jahrigen, europiden Mannes.

Bei der NT-2-Zelllinie handelt es sich um eine humane Embryonalkarzinomzelllinie.
EC-Zellen reprasentieren die pluripotenten Stammzellen eines Tumors. NT-2-Zellen
haben die Fahigkeit zur somatischen Differenzierung behalten. Sie weisen keine p53-
Mutation auf. Die Zelllinie wird in der Literatur auch oft als NTERA-2 oder NTera-2
bezeichnet.

1.1.2.2 NT-2-R

Die CDDP-resistente Zelllinie NT-2-R wurde Uber eine Zeitspanne von 18 Monaten aus
der NT-2-Zelllinie generiert [17]. Die Kultivierung erfolgte dabei unter steigenden
CDDP-Konzentrationen, beginnend mit der ICso der Elternzelllinie. Wenn eine Viabilitat
von <50 % erreicht wurde, wurde die CDDP-Zugabe unterbrochen, und die Zellen
konnten sich Gber drei Passagen erholen.

Die ICsg sowie die relative CDDP-Resistenz wurden mittels MTT-Assay nach 48 h
Dauerinkubation bestimmt. Die NT-2-R-Subzelllinie zeigte eine 14-fach héhere ICsg
(5.5 uM £ 0.3 uM) verglichen mit der CDDP-sensitiven NT-2-Zelllinie (0.4 uM = 0.1 uM)
(p < 0.05).

Der MTT-Test basiert auf der Reduktion des gelben 3-(4,5-Dimethyl-
thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu wasserunldslichen, violetten
Formazankristallen (siehe Abbildung 1.2). Die enzymatische Reduktion des MTT findet
nur in metabolisch aktiven Zellen durch membrangebundene, mitochondriale Succinat-
Dehydrogenasen statt.
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Abbildung 1.2:  MTT-Reaktion: Reduktion des gelben MTT (3-(4,5-Dimethyl-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid) zu wasserunloslichen, violetten Formazankristallen durch membrangebundene,
mitochondriale Succinat-Dehydrogenasen (SDH)

1.1.2.3 TCam-2

Die TCam-2-Zelllinie ist die erste und bisher einzige Seminomzelllinie. Nachweise
spezifischer Marker und Merkmale bestatigen deren Seminomeigenschaften [18, 19].
Sie stammt aus dem primaren testikuldaren Seminom eines 35-jdhrigen Patienten. Die
Generierung erfolgte initial mittels in vitro Zellkultur sowie einer Vermehrung mittels
Xenograft in SCID-Mausen.

Die Verflgbarkeit einer Seminomzelllinie ermdéglicht Untersuchungen friherer Stadien
der Keimzelltumorigenese als es Embryonalkarzinomzelllinien erlauben.
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1.2 Darmkrebs

1.2.1 Inzidenz und Therapie

Die haufigste Unterart des Darmkrebses sind kolorektale Karzinome, also maligne
Tumore im Bereich des Dick- und Mastdarms. Die Therapie kolorektaler Karzinome
besteht primar in einer operativen Entfernung des Tumors und des angrenzenden
Gewebes. Bei einer unglnstigen Prognose oder Metastasierung wird eine adjuvante
Chemotherapie angeschlossen. Mittel der Wahl ist hierbei die Kombination von
5-Fluorouracil (5-FU) mit Folinsdure. Bei einem Nicht-Ansprechen kann die
Kombinationstherapie auch durch Oxaliplatin, Irinotecan oder Capecitabin erganzt
oder ganz durch diese ersetzt werden [20].

1.2.2 Kolonkarzinomzellen in der Forschung

Aufgrund der klinischen Haufigkeit der Erkrankung sind Kolonkarzinomzellen auch in
der Forschung von grofRer Bedeutung. Die Zellen der hier verwendeten Linie HT-29
wurden im Jahr 1964 von Fogh [21] aus dem primaren Tumor einer 44-jahrigen
Patientin mit kolorektalem Adenokarzinom isoliert. Sie besitzen eine G-A-
Punktmutation an Position 1032 des p53-Gens, was zu einer Arg—>His-Substitution im
Codon 273 fiihrt. Die Folge ist eine Uberproduktion von nicht-funktionalem p53-
Protein [22].
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1.3 Cisplatin (CDDP)

1.3.1 Entdeckung

Erstmals 1847 durch M. Peyrone synthetisiert, wurde die hochpotente Wirkung des
cis-Diammindichloroplatin(ll) (Cisplatin) erst 1965 eher zufallig entdeckt. B. Rosenberg
arbeitete am Departement of Biophysics der Michigan State University am Einfluss des
elektrischen Feldes auf die Zellteilung [23]. Bei seinen Versuchen mit Platinelektroden,
Ammoniumchlorid-Nahrlésungen und E. coli-Bakterien kam es zur reduktiven Bildung
von CDDP. Rosenberg erkannte dessen zellteilungsinhibierende Wirkung.

Heute gehort CDDP zu den effektivsten und am meisten verwendeten Zytostatika zur
Behandlung maligner Tumore wie Lungen-, Ovarial-, Blasen- und Hodenkrebs sowie
Karzinomen der Kopf- und Halsregion. Die klinische Verwendung wird jedoch durch
Nebenwirkungen, Uberwiegend Nephro- und Ototoxizitdt, sowie einer hohen
Resistenzentwicklung begrenzt.

1.3.2 Molekulare Effekte

Bei CDDP handelt es sich um einen quadratisch planaren Komplex. Es wird intravends
verabreicht, wobei die hohe Chloridkonzentration im Serum (100 mM) eine Hydrolyse
verhindert. GroRtenteils durch passive Diffusion gelangt CDDP durch die Zellmembran
in das Zytoplasma. Dort ist die Chloridkonzentration mit 4 mM deutlich niedriger und
es kommt zur Bildung von reaktiven Aquaplatin(ll)-Komplexen - in wassrigen Losungen
dissoziieren die beiden Chloridionen vom zentralen Platin und es kommt zum
Austausch gegen zwei Hydroxidionen. Dieser Aquaplatin(ll)-Komplex kann dann mit
Nukleophilen (z.B. DNA, RNA, Proteinen oder thiolgruppenhaltigen Molekiilen wie
Glutathion) reagieren und kovalente Bindungen ausbilden [24].

Cisplatin entfaltet seine zytotoxische Wirkung durch Bindung an alle DNA-Basen, wobei
die N-7-Position des Guanins und des Adenins bevorzugt ist. Es entstehen sowohl
Vernetzungen  benachbarter  Basenpaare innerhalb  eines  DNA-Stranges
(1,2-Intrastrang-Addukte) als auch Vernetzungen Uber ein Basenpaar hinweg und
innerhalb eines DNA-Stranges (1,3-Intrastrang-Addukte). Der Hauptanteil der DNA-
Addukte sind 1,2-d(GpG)-Intrastrang- (60-65 %) und 1,2-d(ApG)-Intrastrang-Addukte
(20-25 %), die Guanin mit Guanin oder Adenin mit Guanin vernetzen und zusammen
ca. 90 % aller DNA-Addukte ausmachen [25]. Von Bedeutung fir die Wirkung von
CDDP ist aulerdem die Ausbildung von Interstrang-Crosslinks (ICL), den
Quervernetzungen zwischen zwei DNA-Strangen, obwohl diese quantitativ nur ca. 5 %
aller DNA-Addukte darstellen. CDDP bildet auBerdem DNA-Protein-Crosslinks und
DNA-Monoaddukte [26, 27] (siehe Abbildung 1.3).
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Abbildung 1.3:  Strukturen der CDDP-induzierten DNA-Addukte, aus Rabik 2007 2

Fiir die zytotoxische Wirkung werden hauptsachlich die 1,2-d(GpG)-Intrastrang-
Addukte verantwortlich gemacht [24, 28]. Die Addukte verdandern die DNA-Struktur
[29, 30] und blockieren dadurch Replikation und Transkription. Nach der ,Erkennung”
dieser Addukte werden diverse Signaltransduktionswege aktiviert, die z.B. in die DNA
damage response eingreifen und die DNA-Reparatur aber auch einen Zellzyklusarrest
und die Apoptose beeinflussen. Die Proteine, die an der Erkennung der DNA-Addukte
beteiligt sind, sind u.a. die hMSH2- oder hMutSa-Komponente des Mismatch-
Reparatur- (MMR-)Systems, die HMG1- und HMG2-Proteine (non-histone
chromosomal highmobility group 1 and 2) sowie hUBF und TBP (Transkribtionsfaktor
,TATA-bindendes Protein®) [31]. Jedes dieser Erkennungsproteine initiiert einen oder
mehrere spezifische Reaktionen.

Eine dieser Reaktionen ist die Aktivierung von Zellzyklus-Kontrollpunkten. Eine CDDP-
Behandlung induziert einen voriibergehenden S-Phase-Arrest. Es folgt eine Hemmung
der Cdc2-Cyclin A- oder B-Kinase, was einen anhaltenden G,/M-Arrest bedingt. Ein
Zellzyklusarrest vermindert die zytotoxische Wirkung. Ein Zellzyklusarrest erlaubt die
Reparatur der DNA-Schadigungen [32]. Nur wenn die Reparatur unvollstandig oder der
Schaden zu groR ist, wird die Apoptose eingeleitet. Diese Prozesse sind mit dem
Tumorsuppressor-Protein p53 assoziiert [33].

Die Kinasen ATM und ATR sind an der Kontrollpunkt-Aktivierung beteiligt [34]. CDDP
aktiviert bevorzugt die ATR-Kinase. Diese wiederum aktiviert p53 mittels

2 Reprinted from Cancer Treatment Reviews; 33(1), Cara A. Rabik, M. Eileen Dolan, Molecular
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Phosphorylierung [24]. AuBerdem kommt es zur Aktivierung spezifischer Signalwege
der MAPK-Kaskade und diese wiederum aktiviert ebenfalls p53 [27].

Die CDDP-induzierte Apoptose kann durch verschiedene Wege eingeleitet werden.
Zum einen kommt es zur Translokation von Bax vom Zytosol in die Mitochondrien und
dort mittels Aktivierung von Caspase 9-Caspase 3-Signalwegen zur Apoptose. Zum
anderen kann eine CDDP-induzierte Apoptose auch mittels Fas/FasL
(,Todesrezeptor”) und die Aktivierung von Caspase 8-Caspase 3-Signalwegen
eingeleitet werden. Desweiteren existiert ein p73-abhangiger Signalweg [24].

1.3.3 Bioverfiigbarkeit und Metabolisierung

Ein typisches Dosierungsschema bei testikuliren Tumoren besteht aus 20 mg/m?
Korperoberflache CDDP an finf aufeinanderfolgenden Tagen, alle drei bis vier Wochen
(siehe Tabelle 1.1). Dabei werden maximale Plasmaspiegel von 0.6-14 uM mit einem
Median von 3.3 uM erhalten [35].

CDDP ist zwei Stunden nach Verabreichung zu tGiber 90 % an Plasmaproteine gebunden.
Grundsétzlich wurde nach intravenéser Bolusinjektion einer Dosis von 50-100 mg/m?
Kérperoberflache eine dreiphasische Elimination der Substanz beschrieben. Die erste
Phase betrifft die Elimination der nicht an Plasmaproteine gebundenen Substanz (t}a)
und dauert ca. 20-30 min. Dieser folgt eine zweite Eliminationsphase von ebenfalls
nicht an Plasmaproteine gebundenem Cisplatin (t%) fir im Schnitt 48-67 Minuten. Die
dritte Phase der Elimination von Cisplatin (tlsy) betrifft die Entfernung des an
Plasmaproteine gebundenen Cisplatins und erstreckt sich tber ca. 24 h. In dieser Phase
spielen Proteinabbau sowie renale und biliare Ausscheidungen eine Rolle [36].

1.3.4 Aligemeine Resistenzmechanismen gegen CDDP

Es sind mehrere molekulare Mechanismen einer CDDP-Resistenz bekannt. Dazu zdhlen
eine verminderte CDDP-Aufnahme und eine vermehrte Detoxifizierung, die zu einer
verdanderten Adduktbildung flihren. AuBerdem sind unterschiedlich regulierte
Signalwege der DNA damage response, die in einen Zellzyklusarrest eingreifen sowie
DNA-Reparatur oder eine erhohte Toleranz gegeniiber den CDDP-induzierten Schaden
beschrieben [14, 29, 30, 37-40]. Die Folgen sind eine erhohte Proliferation oder eine
Inhibition des Zelltods. Da die meisten Studien keinen einzelnen, relevanten Parameter
der CDDP-Resistenz bestimmen konnten, nimmt man an, dass diese multifaktoriell ist
[41].

Kenntnisse Uber diese Mechanismen der Resistenzentwicklungen kénnen jedoch die
Therapien verbessern und Therapieversagen bzw. Riickfadlle verhindern. Abbildung 1.4
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verdeutlicht das mogliche Schicksal von CDDP in der Zelle und die einzelnen
Resistenzmechanismen sowie deren Interaktionen [42].

Abbildung 1.4:  Schicksal von CDDP in der Zelle (vereinfacht), Einzelheiten im Text, aus Zorbas 2005 3

Durch aktiven Efflux kann CDDP aus den Zellen ausgeschleust werden oder es kommt
auf Grund verédnderter Prozesse zu einer verminderten CDDP-Aufnahme (1). Letzteres
scheint der entscheidendere Mechanismus zu sein. In Hefen wird die CDDP-
Akkumulation in den Zellen durch den Kupfertransporter CTR1 reguliert. Auch
Untersuchungen an humanen Zellen konnten zeigen, dass ein CTR1-Mangel zu einer
CDDP-Resistenz fuhren kann [26, 30].

Aufgrund der CDDP-Reaktivitdat gegeniiber Nukleophilen kann es zu inaktivierenden
Reaktionen mit thiolhaltigen Agenzien wie Glutathion oder Metallothionein kommen
(2). Eine Detoxifikation durch hohe Glutathionspiegel ist mit einer CDDP-Resistenz
assoziiert [24, 30].

Grundsatzlich werden die CDDP-Addukte durch verschiedenste Proteine (siehe
Abschnitt 1.3.2) erkannt (4). Dies kann zur Reparatur der Schadigungen fiihren (5). Eine

* aus ChemBioChem; 6(7), Zorbas, H. and Keppler, B.K., Cisplatin damage: Are DNA Repair Proteins
Saviors or Traitors to the Cell?, pages 1157-1166, 2005, mit freundlicher Genehmigung von John Wiley
and Sons
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verstarkte oder veranderte Reparatur kann zur Resistenzentwicklung beitragen [38].
Im Zusammenhang mit CDDP sind vor allem Resistenzen mittels , Nukleotid-Exzisions-
Reparatur (NER)”“ aber auch mittels ,,Homologer Rekombination (HR)“ und , DNA-
Mismatch-Reparatur (MMR)“ beschrieben (siehe Abschnitte 1.5.1 und 1.5.2). Es kann
aber auch, bei defekten oder inaktivierten Reparaturmechanismen (8) oder auch
erfolglosen Reparaturzyklen (9) zunachst zu einer Hemmung der DNA-Replikation und
zu einem Wachstumsarrest kommen (14). Somit kann die Chance auf eine erfolgreiche
Reparatur gewahrt werden. Sollte dies nicht gelingen oder wird erst gar kein Arrest
eingeleitet, kommt es zur Apoptose (15). CDDP-induzierte Schadigungen kénnen liber
aktiviertes p53 und nachgeschalteter Bax-Aktivierung zur Apoptose fiihren [24, 27].
Wahrend der Apoptoseinduktion werden alle energieverbrauchenden Prozesse in der
Zelle, wie weitere Reparaturversuche, gestoppt (16).

Eine ineffiziente Erkennung und / oder eine ineffiziente Bearbeitung der nackten (6)
oder maskierten (7) DNA-Addukte fiihrt zu einer mangelhaften Reparatur (10) und
darliber hinaus Uber eine ,Translesion-Synthesis” (TLS) (11) zum Bypass der Addukte
[31] oder Uber direkte (12) bzw. indirekte (13) Signalwege zu zwei weiteren moglichen
Folgen: zur Apoptose oder zum Uberleben der Zelle bzw. einer Resistenzentwicklung.

Das MMR-System und die HMG-Proteine sind fiir eine Maskierung der DNA-Addukte
(7) verantwortlich. Sie erkennen diese Addukte, bevorzugt die 1,2-(GpG)-Intrastrang-
Addukte, und binden an diese. Dadurch wird eine Reparatur dieser Schadigungen
verhindert. Es kann zu erfolglosen Reparaturzyklen kommen, die letztlich zur Apoptose
flhren. Es besteht aber auch eine direkte Verbindung zwischen der Addukt-Erkennung
und der Signalweiterleitung zur Apoptose [27, 29]. Das MMR-System ist somit flir die
Apoptoseeinleitung wichtig. Defizite im MMR-System flihren zu milden CDDP-
Resistenzen und zur Mikrosatelliteninstabilitat [43, 44].

Eine TLS (siehe Abschnitt 1.5.5.) kann zu Mutationen und / oder Resistenzen fihren.
Interessanterweise scheinen Defizite im MMR eine verbesserte TLS zu bedingen [25].
Diese Toleranz der DNA-Schadigungen scheint mit einer verminderten oder fehlenden
Expression von apoptotischen Signalwegen verbunden zu sein [30, 45]. Eine
veranderte Apoptoseeinleitung bzw. -neigung kann Uber viele Signalwege zu einer
CDDP-Resistenz fiihren. Beschrieben sind u.a. Veranderungen im AKT-Signalweg, im c-
Abl-Signalweg, in den p53-Signalwegen und in den MAPK / JNK / ERK-Signalwegen [27,
40]. Proteine der Bcl-2-Familie sind ebenfalls daran beteiligt.

Veranderungen in der Expression von Onkogenen wie c-fos, c-myc, H-ras, c-jun und
c-abl werden ebenfalls mit CDDP-Resistenzen in Verbindung gebracht [25]. Es kommt
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zu veranderten Adduktspiegeln und Veranderungen in deren Bildung sowie zu einer
Schadenstoleranz und einer Aktivierung von anti-apoptotischen Signalwegen.

In Abbildung 1.5 sind nochmals alle fiir CDDP beschriebenen Resistenzmechanismen
zusammengefasst. In dieser Arbeit wurden besonders Einfluss und Zusammenhang der
Adduktbildung, die Bildung sekundarer DNA-Schadigungen sowie eine DNA-Reparatur
und Schadenstoleranz bzw. eine TLS untersucht (grau umrandet).
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l inactivation
DNA adducts
Damage thngnmun
Loss of pS3 Defect in
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Abbildung 1.5: Mechanismen, die die CDDP-induzierte Apoptose inhibieren und damit zu Resistenzen
fihren. Gewdhnlich sind mehrere Mechanismen beteiligt, was den multifaktoriellen Charakter einer
CDDP-Resistenz verdeutlicht, Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: Oncogene;
22(47), pages 7265-7279 (Siddik, Z. H., Cisplatin: mode of cytotoxic action and molecular basis of
resistance.), copyright 2003

13


http://www.nature.com/onc/index.html

Einleitung

1.4 CDDP in der Therapie von TGCTs

Wie bereits in Abschnitt 1.1.1 beschrieben, werden TGCTs mit Cisplatin nach dem PEB-
Schema (Tabelle 1.1) behandelt. Unter Anwendung dieser CDDP-Chemotherapie kann
sogar bei metastasierenden Verlaufsformen eine Heilungsrate von >80 % erreicht
werden [4]. Was zu dieser auRergewohnlichen Hypersensitivitdt von TGCTs gegeniber
CDDP beitragt, wird im folgenden Abschnitt erldutert. Trotz dieses hervorragenden
Therapieansprechens tritt in 20 % aller Falle eine intrinsische oder erworbene
Chemoresistenz auf. Moégliche Ursachen in der Resistenzentwicklung gegeniiber CDDP
sind in allen zelluldren Vorgdangen zu suchen, die auch fir die Sensitivitat
verantwortlich sind. Sie werden in Abschnitt 1.4.2 naher erklart.

1.4.1 CDDP-Sensitivitat von TGCTs

Man vermutet, dass auch der Ursprung der Typ II-TGCTs deren Hypersensitivitat
gegeniber DNA-schadigenden Agenzien, wie Bestrahlung oder Chemotherapie, erklart
[7]. Dies reflektiert die Biologie ihrer Ursprungszellen, den Gonozyten.

Nach i.v.-Applikation von CDDP passiert das Molekil die Zellmembran grofRtenteils
mittels Diffusion. CDDP kann aber auch Uber eine aktive Aufnahme durch
Membranproteine oder liber Transmembranpumpen in das Zytosol gelangen. Das
Fehlen von Exportpumpen mit einer spezifischen CDDP-Affinitdt ist ein moglicher
Bestandteil der Prozesse, die fiir die Chemosensitivitat verantwortlich sind [41].

In der Zelle werden, wie zuvor beschrieben, DNA-Addukte gebildet, auf die die Zelle
auf verschiedensten Wegen reagieren kann. Die Addukt-Bildung ist flir die zytotoxische
Wirkung wichtig. In Keimzelltumoren wurden nach einer CDDP-Behandlung hdéhere
Adduktspiegel gemessen als in Kolonkarzinomen [46]. Letztere gelten aullerdem als
eher CDDP-resistent. Masters und Koberle geben an, dass die Behandlung mit CDDP in
unterschiedlichen Krebsarten zu einer groflen Spanne im Gehalt an platinierter DNA
fuhrt, was den Adduktspiegel in TGCTs einschlief3t [4]. Die Detektion von DNA-Schaden
erfolgt Gber Erkennungsproteine und soll durch weitere Prozessierung, auch mittels
Zellzyklusarrest, eine Reparatur der DNA ermdglichen. Diverse Untersuchungen weisen
darauf hin, dass TGCTs nach einer CDDP-Behandlung keine addquate DNA damage
response aktivieren konnen; dies beinhaltet die Schadenserkennung sowie die
Aktivierung von Zellzyklus-Kontrollpunkten [47]. Hoden-spezifische HMG-box-Proteine
scheinen an der Maskierung der DNA-Addukte beteiligt zu sein [4]. Die Komponenten
des MMR-Systems konnen auBerdem die Schadenserkennung mit der
Apoptoseeinleitung verbinden [41, 48]. Als ein weiterer Aspekt kdnnte daher eine
Uberexpression von p53 zu der Hypersensitivitit der TGCTs beitragen. Im
Umkehrschluss bedeutet dies aber nicht, dass alle TGCTs mehr intaktes p53
exprimieren [4].
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Die Reparatur der DNA-Schadigungen erfolgt in erster Linie mit Hilfe des NER-Systems
[49], aber auch mit Hilfe von Reparaturwegen wie dem MMR-System. Studien lber die
NER im gesamten Genom deuten darauf hin, dass einige TGCT-Zelllinien ein
Reparaturdefizit aufweisen [30, 50] und dass dieses Defizit zur deren auller-
gewohnlicher Sensitivitat gegenliber DNA-schadigenden Substanzen beitragt [13, 15,
51]. Die geringe Kapazitdt des NER-Systems ist oftmals mit niedrigen Spiegeln der
Proteine XPA, XPF und ERCC1 assoziiert [4, 13, 52-54]. XPF und ERCC1 sind auch an der
HR zur Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) beteiligt [55]. Daher kdnnten
niedrige Proteinspiegel gleichzeitig die DSB-Reparatur beeinflussen.

In den meisten Zellen wird die ,Stressantwort” durch Zellzykluskontrollmechanismen
moduliert. Sie sind einer Apoptose vorgeschaltet. Wahrend eines Zellzyklusarrests
versuchen die Zellen, einen Schaden zu reparieren oder den Schaden zu umgehen. Ist
eine vollstandige Reparatur der DNA-Schaden nicht moglich, wie bei Keimzelltumoren
vermutet, wird die Apoptose eingeleitet [56]. Die grundsatzlich hohe Empfindlichkeit
der Keimzelltumore fir den programmierten Zelltod spielt eine Schliisselrolle bei ihrer
hohen intrinsischen Chemosensitivitat [4, 57]. Neben dem intrinsischen spielt auch der
extrinsische Apoptosesignalweg eine Rolle, so dass eine anormale Expression der Bcl-2-
Homologe (hohes Bax : Bcl-2 Verhaltnis) und ein deregulierter , Fas-Signalweg” an der
Hypersensitivitat beteiligt sind [58-60]. Die p53-unabhangige Apoptoseinduktion nach
CDDP-Behandlung kann in TGCTs tlw. auch mittels Aktivierung des MEK-ERK-
Signalweges ablaufen [61]. Fung et al. fanden in zehn TGCT-Zelllinien eine erhéhte
MAD2-Expression. Diese war mit der CDDP-Sensitivitat korreliert, welche wiederum
mit der Aktivierung des MEK-Signalweges assoziiert war [62].

Diese regulierenden Aufgaben werden von sehr vielen Proteinen wahrgenommen.
Einige von diesen werden in TGCTs im Vergleich zu Zellen anderen Ursprungs
abweichend exprimiert. Das konnte zur Chemosensitivitat beitragen [25, 63]. Eine
anormale Expression von Proteinen der Zellzyklusregulation kann den Verlust einer
Kontrollpunkt-Aktivierung bedeuten. Es ist z.B. beschrieben worden, dass der ,G1/S-
Kontrollpunkt” in TGCTs dereguliert sei. Die Folgen einer CDDP-Behandlung sind
daraufhin ein verfriihter Eintritt in die S-Phase und die Apoptose [63, 64]. Im
Gegensatz dazu ist der ,,G,/M-Kontrollpunkt” in TGCTs, z.B. der NT-2-Zelllinie, intakt
[65, 66]. Dem kann allerdings eine zeitlich verzégerte S-Phase vorausgehen [24].

Als ein weiterer Mechanismus zur Erklarung der Chemosensitivitat ist die geringe
Detoxifikationsfahigkeit von Keimzelltumorzellen zu nennen. Untersuchungen zum
Akkumulationsverhalten von Cisplatin zeigten im Vergleich zwischen TGCT-Zelllinien
und CDDP-resistenten Kolonkarzinomzelllinien keinen signifikanten Unterschied [41].
Zudem wurde gezeigt, dass die intrazellulare Glutathion-Konzentration bei
Keimzelltumoren, im Vergleich zu anderen Tumoren, sehr gering ist [14]. Die
Expression von Metallothionein wies dagegen vergleichbare Spiegel zu anderen
Tumoren auf [41].
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Seit langem ist bekannt, dass CDDP-Addukte wahrend der Replikation und der DNA-
Reparatur zu DNA-Einzel- (SSB) und Doppelstrangbriichen (DSB) abgebaut werden
kénnen [66, 67]. Dieser Prozess kann zur Zytotoxizitdt von CDDP beitragen [68-70].
Widerspriichliche Daten liber das Vorkommen und die Haufigkeit dieser sekundaren
DNA-Schadigungen verdeutlichen, dass dieser Prozess vom Zelltyp und der Art der
CDDP-Behandlung abhangig ist.

1.4.2 CDDP-Resistenz in TGCTs

Mogliche Ursachen der Resistenzentwicklung gegenliber Cisplatin sind in allen
zellularen Vorgangen zu suchen, die auch fir die Sensitivitat verantwortlich sind. Als
mogliche Mechanismen der Resistenzentwicklung sind somit verschiedene Szenarien
denkbar.

Ist die Aufnahme von Cisplatin in die Zelle abgeschwacht oder nicht méglich, so kann
eine Resistenz bereits durch das Nicht-Erreichen des Wirkortes bzw. Wirkspiegels
entstehen. Unter diesem Aspekt ist ein moglicherweise erhdhter Efflux, z.B. Gber ABC-
Transporter oder ,,Multi-drug-resistance-Proteine”“ (MDR-Proteine) zu bericksichtigen.
Allerdings konnten bei finf Exportproteinen der MDR-Familie (MRP1, MRP2, PGP,
BCRP und LRP) keine signifikanten Unterschiede zwischen sensitiven und resistenten
TGCTs festgestellt werden [41].

Die Detoxifikationsfahigkeit durch Proteine wie Glutathion und Metallothionein sowie
deren Beitrag zu einer CDDP-Resistenz wurde bereits in Abschnitt 1.3.4 beschrieben.
Auch wenn einzelne Untersuchungen an EC-Zelllinien Zusammenhadnge zwischen dem
Glutathion-Spiegel und einer Resistenz beobachten konnten [37], konnten jedoch
zwischen sensitiven und refraktiren TGCT-Zelllinien und Tumorproben keine
Unterschiede in der Expression von Metallothionein und der Glutathion-S-Transferase
gefunden werden [4, 41]. Die Detoxifikationsmechansimen scheinen demzufolge in der
Resistenzentwicklung von TGCTs nur eine untergeordnete Rolle zu spielen.

Auch in den initialen Adduktspiegeln sensitiver und resistenter TGCT-Zelllinien konnte
kein Unterschied festgestellt werden [71]. Eine Toleranz oder Reparatur der DNA-
Schadigungen scheint wichtiger.

Eine Reparatur und damit eine Reduktion der DNA-Adduktspiegel ist auch in TGCTs-
Zellen ein wichtiger Mechanismus der erworbenen CDDP-Resistenz. Der Verlust eines
funktionsfahigen MMR-Systems ist hdufig im Zusammenhang mit einer invitro
auftretenden CDDP-Resistenz beschrieben [31, 45, 72]. In Tumorproben von Patienten
mit refraktaren oder resistenten TGCTs wurde eine hohe Inzidenz fiir einen MMR-
Mangel beobachtet [5, 43, 73]. In 20-40% der refraktiren TGCTs trat eine
Mikrosatelliteninstabilitat auf [43, 74, 75].
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Hingegen ist die NER fiir die Entfernung der platinierten DNA-Intrastrang-Addukte
verantwortlich [27, 30]. Eine sekunddre CDDP-Resistenz kann durch eine verstarkte
NER-Effizienz bedingt sein. Ein Anstieg der NER- und HR-Effizienz in TGCTs konnte
daher durch eine vermehrte Expression der Schliisselproteine XPA, XPF und ERCC1
erreicht werden. Insbesondere hinsichtlich der ERCC1-Expression, sowohl auf mRNA-
als auch auf Proteinebene, konnte das in einigen Studien an Patienten mit nicht-
kleinzelligem Lungenkarzinom [76] sowie Ovarial- und Magenkrebs gezeigt werden
[77-79]. In anderen Studien hingegen fehlte dieser Zusammenhang [80, 81].

Kommt es trotz einer DNA-Reparatur zur Apoptoseinduktion, kdnnen Anderungen in
der Proteinexpression oder auch Defekte bzw. Mutationen innerhalb dieser
Signalkaskade fiir ein Scheitern des Apoptose-Programms verantwortlich sein. Hierzu
gehoren z.B. die Uberexpression anti-apoptotischer Proteine, wie Proteine der Bcl-2-
Familie oder eine Stérung der Caspase-9-Funktion [82, 83].

Aber auch der Verlust der CDDP-induzierten Aktivierung des CD95 / Fas-
Todesrezeptor-Signalweges kann eine Apoptose unterbinden [84]. Der p53 Status ist
scheinbar nicht bestimmend fiir die Resistenzentwicklung [4]. Im Mausmodell zeigte
sich auf Grund von Aktivierungen p53-unabhabgiger Signalwege kein Unterschied in
der Hemmung der Zellproliferation [85].
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1.5 DNA-Reparaturmechanismen und CDDP-Resistenz

Von den vier Hauptwegen zur DNA-Reparatur - Nukleotid-Excisions-Reparatur (NER),
Basen-Exzisions-Reparatur (BER), Mismatch-Reparatur (MMR) und DSB-Reparatur via
Homologer Rekombination (HR) und / oder ,,Non-homologous end-joinig (NHEJ)“ - ist
NER der Hauptweg zur Entfernung der CDDP-Addukte [30].

DNA-Reparaturmechanismen sind wichtig fir die genomische Stabilitat der Zelle. In
Tumorzellen kann eine verstirkte bzw. verinderte Reparatur zum zelluldren Uberleben
und damit zur Resistenz gegeniiber DNA-schadigenden Substanzen fihren.

Flr eine CDDP-Resistenz kann eine verstarkte DNA-Reparatur entscheidend sein. Die
NER und ihre Schlisselproteine spielen dabei eine wichtige Rolle [76-79]. Ihr Ablauf
wird daher naher erldutert. ERCC1, das Schlisselprotein der NER, spielt auch in der
Crosslink-Reparatur der induzierten ICL und der HR zur Reparatur der sekundar
gebildeten DSB eine Rolle. Diese beiden Reparaturwege werden daher ebenfalls
dargestellt. Aulerdem erfolgt ein kurzer Einblick in die Signalwege im Anschluss an
eine DSB-Bildung.

Eine erhohte Toleranz der CDDP-Addukte hat, gerade in letzter Zeit, hinsichtlich einer
CDDP-Resistenz immer mehr an Bedeutung gewonnen und steht im Zusammenhang
mit den genannten Reparaturwegen. Der Ablauf einer TLS wird ebenfalls vorgestellt.

1.5.1 Nukleotid-Exzisions-Reparatur (NER)

Die NER stellt das wichtigste System zur Reparatur UV-induzierter Schéaden,
sogenannter Photoprodukte dar. Im Allgemeinen werden volumindse, sperrige DNA-
Schaden repariert, wie UV-induzierte Dimere, an die DNA gebundene polyzyklische
aromatische Kohlenwasserstoffe, aber eben auch Platin-DNA-Addukte [49]. Diese DNA-
Schadigungen verandern die helikale Struktur der DNA und stéren so die DNA-
Replikation und die Transkription.

Alle drei Typen der Intrastrang-Addukte werden vom NER-System erkannt. Die 1,2-
d(GpG)-Intrastrang-Addukte werden weniger effizient repariert. Darauf basiert auch
die Vermutung, dass die 1,2-d(GpG)-Intrastrang-Addukte fir die toxische Wirkung von
CDDP verantwortlich sind [29].

In der humanen Erbkrankheit Xeroderma Pigmentosum (XP) liegt ein NER-Defekt vor.
Die Patienten zeigen eine extreme Photosensitivitdt und eine um den Faktor 2000
erhohte Inzidenz fir Hautkrebs [86]. AuBerdem haben diese Patienten eine hohere
Inzidenz fiir innere Tumore und neurologische Anomalien.
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Die NER besteht aus drei wesentlichen Schritten: 1. Schadenserkennung und die
Bildung des Inzisionskomplexes, 2. beidseitiger Einschnitt am geschadigten DNA-Strang
und das Herauslésen des geschadigten Bereichs und 3. DNA-Synthese und Ligation
(siehe Abbildung 1.6).
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5' — Repair synthesis
3 DNA ligation
RFC, PCNA

Abbildung 1.6:  Ablauf der NER, der geschadigte DNA-Strang tragt ein polyzyklisches aromatisches
Kohlenwasserstoff-Addukt, vereinfacht, aus Dip 2004 4

Am NER sind mehrere Proteine beteiligt. Essentiell sind sechs Reparaturfaktoren, die
aus 15 Polypeptiden bestehen [34, 49]. Sie kdnnen in zwei Gruppen eingeteilt werden:
Schadenerkennung und Exzision (z.B. ERCC1 und XPA) sowie Helikase-Typen (z.B. XPB
und XPD).

Die DNA-Schadigung wird durch die kooperative Bindung von RPA, XPA und XPC-TFIIH
erkannt. Die vier Proteine bilden einen Komplex an der DNA-Bindungsstelle. Mittels
kinetischer Korrekturlesung (TFIIH) wird kontrolliert, ob (iberhaupt eine Schadigung
vorliegt. Ist dies nicht der Fall, dissoziiert der Komplex nach ATP-Hydrolyse durch die
XPB- und XPA-Helikasen von der DNA.

4 Reprinted from DNA Repair; 2(11), Ramiro Dip, Ulrike Camenisch, Hanspeter Naegeli, Mechanisms of
DNA damage recognition and strand discrimination in human nucleotide excision repair, Pages 1409-
1423, 2004, with permission from Elsevier
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Enthadlt die Bindungsstelle einen Schaden, wird durch die ATP-Hydrolyse die DNA-
Duplexstruktur um den Schaden herum gedffnet. An einer geschadigten DNA ist die
Bindung der Proteine stabiler. So entsteht der Prainzisionskomplex 1 (PIC1). Im
nachsten Schritt ersetzt XPG dann XPC, um einen stabileren Prdinzisionskomplex 2
(P1C2) zu bilden. Daraufhin assoziiert der XPF-ERC1-Komplex an der Schadigung und es
entsteht der Prdinzisionskomplex 3 (PIC3). Der geschadigte DNA-Strang wird nun vom
3‘“Ende etwa 3-9 Basenpaare vom Schaden entfernt durch XPG und am 5’-Ende etwa
15-25 Basenpaare vom Schaden entfernt von XPF-ERCC1 eingeschnitten. Das
entstandene 24-32 Basenpaar-Oligomer wird freigesetzt und die Licke mittels
Polymerase & bzw. € und der Hilfe von PCNA (,proliferating cell nuclear antigen”) und
RFC (,replication factor c“) aufgefiillt. Der ungeschadigte Strang bleibt wahrend der
Reparatur unverandert und dient als Template zur DNA-Synthese [86].

In Eukaryonten existieren zwei Wege der NER. Die ,trancription coupled repair (TCR)“
und die ,global genome repair (GGR)“. In der GGR erfolgt die Schadenserkennung
durch den XPC/hHR23B-Komplex und einer anschlieRenden Verifizierung mittels
XPA / RPA. Die Schadenserkennung in der TCR erfolgt durch eine geblockte RNA-
Polymerase Il wahrend der Transkription [87]. Sie benétigt auRerdem die Proteine CSA
und CSB [86] und ein funktionsfahiges MMR-System [51]. Die TCR entfernt DNA-
Schaden vom transkribierten Strang aktiver Gene und ist daher effizienter [86].

Drei der NER-Proteine erfiillen noch andere Funktionen. So ist RPA auch fir die
Replikation, TFIIH auch fir die Transkription und ERCC1 auch fir die Rekombination
wichtig [34]. ERCC1 ("excision repair cross complementing 1“) scheint das
Schlisselprotein in der NER zu sein [49]. Es ist wichtig fiir die Schadenserkennung, die
Exzision und die HR [88]. Eine Uberexpression ist mit einer CDDP-Resistenz assoziiert
[13, 15, 38, 76, 78], wohingegen eine geringere Endonukleasekapazitdat und ein
vermindertes Erkennen der DNA-Schaden zu empfindlicheren Zellen fihrt [53, 54, 79].

1.5.2 Homologe Rekombination (HR)

Das Genom einer Zelle ist diversen schadigenden Einflissen ausgesetzt, die zur
Entstehung von DSB in der DNA fiihren kdnnen. Hierzu zahlen sowohl exogene
Faktoren wie ionisierende Strahlen und Chemikalien als auch endogene Schadigungen
durch reaktive Sauerstoffspezies und durch blockierte und kollabierte
Replikationsgabeln. Hinzu kommen DSB, die im Rahmen der Meiose gebildet werden.
AuBerdem kann es auch im Verlauf der DNA-Adduktbearbeitung zu DSB kommen
(siehe Abschnitt 1.5.3). Bereits ein einziger Doppelstrangbruch kann, wenn er nicht
repariert wird, letal sein. Eukaryonten verfligen Gber drei Systeme zur schnellen und
effektiven Reparatur: das NHEJ und die HR, sowie eine Variante des HR, das ,Single
strand annealing (SSA)“ [89]. Da im Zusammenhang mit einer CDDP-Behandlung und
der Schadensbearbeitung die HR von Bedeutung ist, wird auf deren Ablauf nadher
eingegangen.
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Zunachst werden bei der HR die freien DNA-Enden des DSB durch den auch beim NHEJ
beteiligten Mrel1 / Rad50 / Nbs1-Komplex in 5‘->3‘-Richtung zugeschnitten und durch
Bindung von Rad52 vor einen weiteren Abbau durch Exonukleasen geschiitzt. Die
entstandenen 3‘-Einzelstrang-Enden dringen nachfolgend mit Hilfe von Rad51 in die
DNA-Doppelhelix eines homologen, ungeschadigten Partnermolekiils ein. Dort werden
sie durch DNA-Polymerase verlangert, wobei der komplementire DNA-Strang des
homologen Partners als Vorlage dient. Die dabei erzeugten Uberkreuzungen der DNA-
Strange (,Holliday junctions”) werden abschlieRend gel6st, so dass zwei intakte DNA-
Doppelstranghelices entstehen [34, 90-92] (siehe Abbildung 1.7).
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Abbildung 1.7: Ablauf der HR. Die HR ist Rad51-
abhangig. Ein wichtiger Zwischenschritt der HR
ist die Bildung sogenannter Holliday junctions:
Uberkreuzungen der DNA-Stringe. Sie werden
mittels MUS81¢MMS4 aufgelést und es
entstehen zwei intakte DNA-Doppelstrang-
helices, nach Sancar 2004 [34]
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Fir die HR wird ein ungeschadigter, homologer DNA-Abschnitt bendtigt, also eine
Sequenzwiederholung oder ein Schwesterchromatid [93]. Letzteres tritt erst in der
spaten S- sowie in der G,-Phase des Zellzyklus auf, weshalb die HR nur in diesem
Zeitraum den bevorzugten Weg zur Reparatur von DNA-DSB darstellt [89]. Allerdings
ist die HR dank dieses Schritts durch eine hohe Prazision gekennzeichnet, da die zu
komplettierende Sequenz von einer intakten Matrize abgelesen wird. Die Reparatur
erfolgt jedoch, im Vergleich zum NHEJ, langsamer [94].

Das zentrale Protein der HR ist Rad51. Es gehort wie die meisten HR-Proteine zur
Rad52-Familie und ist essentiell fir die Katalyse der Stranginvasion in das homologe
Molekil. Rad51 wird vor allem in der S- und G,-Phase des Zellzyklus gebildet und
wandert nach Schadigung der DNA vom Zytosol in den Nukleus, wo es mit Rad52 sowie
BRCA1 und BRCA2 in Form von Foci co-lokalisiert wird [89].

Dariber hinaus sind bei der HR eine Reihe weiterer Proteine beteiligt, die die
Reparatur regulieren, darunter BRCA1 und BRCA2, sowie c-Abl und ATM. BRCA1 und
c-Abl sind fiir die Regulation von RAD51 zustandig. BRCA1 bewirkt dies durch dessen
subzelluldare Relokalisation von RAD51 vom Zytoplasma in den Nukleus mittels BRCA2
[93], welches als Mediator die RAD51 Foci-Bildung kontrolliert. BRCA1 co-lokalisiert
zudem mit dem Nbsl / RAD50 / Mrell-Komplex [95]. BRCA1 ist somit fiir die DNA
damage response nach DSB-Bildung mitverantwortlich [90] und wird im Zuge der DSB-
Erkennung und einer HR an Doppelstrangbriichen angereichert. AuRerdem wird BRCA1
eine Rolle in der MMR zugeschrieben [96]. Es wird vermutet, dass BRCA1 und BRCA2
fur die vermittelnde Antwort auf eine Chemotherapie wichtig sind. BRCA1 ist an der
Bildung des BASC-Komplexes (,BRCA1l-associated genome surveillance complex”)
beteiligt. Dieser besteht aus einer Vielzahl von Proteinen, u.a. aus dem MMR-System
[38]. In vitro wurde gezeigt, dass eine Hemmung des FA / BRCA-Signalweges die
Chemosensitivitdt erhdht und dass eine Reparatur dieser Defekte die Resistenz gegen
CDDP erhoht. BRCA-Defizite stehen mit erhohten Chemosensitivitaten in
Zusammenhang [70, 97, 98]. Eine Wiederherstellung der BRCA-Funktionalitdaten erhoht
die Chemoresistenz der Zellen gegeniiber DNA-schadigenden Substanzen [99-101],
vermutlich Gber eine verminderte Apoptoseinduktion [102].

1.5.3 Interstrang-Crosslink-Reparatur

Sancar et al. beschreiben eine spezielle Interstrang-Crosslink-Reparatur. Dabei
arbeiten NER und HR aufeinander abgestimmt oder nacheinander, um diese ICL von
der DNA zu entfernen [34]. Andere Arbeitsgruppen bestdtigen das Modell einer
eigenen Crosslink-Reparatur [55, 103].
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ICL induzieren Doppelstrangbriiche (DSB) wahrend der Replikation. Dies geschieht
vermutlich durch geblockte und kollabierte Replikationsgabeln und einen Nuklease-
Abbau. Ausgehend von diesen DSB kommt es durch die XPF-ERCC1-Nuklease zu einem
Abbau eines der DNA-Strange und damit zu einer Konvertierung des ICL in ein
Intrastrang-Dinukleotid-Addukt, welches benachbart zu einem DSB vorliegt. Die
Rekombinationsproteine (Rad51, Rad52, XRCC2, XRCC3, RPA) generieren daraufhin die
Holliday-junctions, die durch den MUS81e¢MMS4-Komplex aufgelést werden. Dieser
Weg scheint der Hauptweg zu sein [34].

Ferner existiert ein Nebenweg, der das gesamte NER-System und fehleranfillige
Polymerasen (wie Polymerase n) beinhaltet. Neueste Untersuchungen zeigen, dass der
FA-Komplex aus den FANC-A, -C, -E, -F-Proteinen, zusammen mit dem
Mrell / Rad50 / Nbs1-Komplex und BRCA1 / BRCA2 sowohl an der Crosslink-Reparatur
als auch der HR beteiligt ist [34].

Untersuchungen im Zellkulturmodell konnten zeigen, dass ein ERCC1-Defizit eher die
ICL-Reparatur als die Intrastrang-Addukt-Reparatur hemmt [54, 104]. Die Anzahl und
Frequenz ICL-induzierter DSB sind in Zellen mit einem ERCC1-Mangel hdéher als in
Zellen ohne diesen Mangel. Desweiteren persistieren diese DSB. Die Zellen sind
duBerst empfindlich gegeniliber einer CDDP-Behandlung [105]. In resistenten
Ovarialkarzinomzelllinien konnte auRerdem gezeigt werden, dass eine veranderte ICL-
Bildung sowie deren Reparatur zur Resistenz beitragen [106].

1.5.4 Zellzykluskontrollpunkte und Signalweiterleitung

Eine DNA-Schadigung aktiviert ein komplexes Signalnetzwerk in der Zelle. Sie triggert
eine Protein-Phosphorylierungskaskade [92]. Dadurch kommt es zur Koordination von
Prozessen wie Reparatur, Zellzyklusarrest und Apoptose.

Die Kontrollpunkte wahrend des Zellzyklus kdnnen abhdngig von AusmaR und Art einer
DNA-Schadigung zu einem verzogerten, arretierten oder unveranderten Zellzyklus-
verlauf fihren. Es gibt vier Zellzyklusphasen (G;, S, G, und M). Die Kontrollpunkte
gelten nicht nur fiir akute DNA-Schadigungen, sondern werden regular im
Zellzyklusverlauf durchlaufen. Sie sichern damit also auch die genomische Stabilitat.

Die Signalweiterleitung nach Erkennung eines DNA-Schadens besteht aus drei
Komponenten: den Sensoren, den Ubertridgern und den Effektoren. Hinzu kommen
sogenannte Mediatoren. Sie stehen zwischen den Sensoren und Ubertridgern und
unterstitzen erstere [34]. Das Schliisselprotein in der Signalkaskade ist ATM. Es wird
nach der Entstehung von DSB aktiviert. Ein verwandtes Protein ist ATR. Es wird durch
UV-induzierte Schaden und geblockte Replikationsgabeln aktiviert. Nach Aktivierung
dieser Proteine kommt es durch deren Kinase-Aktivitditen zu Phosphorylierungen
weiterer Proteine wie p53, BRCA1, Nbs1, Chkl und Chk2. ATM ist dabei fiir die Chk2-
und ATR fir die Chk1-Phosphorylierung verantwortlich [34, 92].
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BRCA1 scheint fiir die Signalweiterleitung nach Schadigungen durch ionisierende
Strahlen wichtig zu sein (Abbildung 1.9). BRCA1 ist aufRerdem an der TCR zur
Entfernung oxidierter DNA-Basen beteiligt. Es ist allerdings unklar, ob direkt an der
Reparatur oder indirekt mittels Signalweiterleitung. Hingegen scheint BRCA2 wichtig
fiur die Signalweiterleitung nach UV-induzierten Schadigungen [89] zu sein.

DNA-DSB induzieren die Phosphorylierung von Histon A2X (yH2AX) an Ser139 [107]
mittels ATM, ATR oder DNA-PK. Es kommt an den Strangbriichen zur Akkumulation
klarer Foci [108]. Eine Induktion von DSB mittels genotoxischer Substanzen fiihrt zu
einer H2AX-Phosphorylierung mittels ATM. Diverse Kontroll- und DNA-
Reparaturproteine wie Rad50, Rad51 und BRCA1 co-lokalisiern mit yH2AX (Abbildung
1.8). yH2AX ist demzufolge ein Mediator der DNA damage response. Es vermittelt
aullerdem die Translokation von 53BP1 (,,p53 binding protein“) an strahleninduzierte
Foci [109]. Ein Verlust von H2AX fiihrt zu genomischer Instabilitdt und einer erhdhten
Strahlensensitivitat [110].

Abbildung 1.8:  Histon 2AX wird nach einer DSB-Induktion mittels ATM phosphoryliert und akkumuliert
als klare yH2AX-Foci am Strangbruch. Eine Vielzahl weiterer Proteine akkumulieren daraufhin ebenfalls
an der Schadensstelle, aus Huang 2005 >

Die yH2AX-Bildung kann aber auch im Zusammenhang mit DSB, die wahrend der
Meiose oder der V(D)J-Rekombination gebildet werden, auftreten (intrinsische H2AX-
Phosphorylierung). Diese Foci sind kleiner und weniger deutlich ausgepragt als die
Foci, die auf Grund exogen-induzierter DSB gebildet werden.

> aus Cell Proliferation; 38(4), Huang Xuan, Halicka H. Dorota, Traganos Frank, et al., Cytometric
assessment of DNA damage in relation to cell cycle phase and apoptosis, pages 223-243, 2005, mit
freundlicher Genehmigung von John Wiley and Sons
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Auch die DSB, die wahrend der Apoptose entstehen, induzieren eine yH2AX-Foci-
Bildung [69]. Die yH2AX-Bildung erfolgt Gberwiegend in der S-Phase [90].

Der Signalweg, der zu einer Bildung von Signal- und Reparatur-Foci nach DSB-Bildung
durch ionisierende Strahlen fihrt, ist verzweigt und zeigt eine regulatorische
Hierarchie (Abbildung 1.9). 53BP1 ist sowohl ein Ubertriager der schadensinduzierten
Signalwege als auch ein wichtiger Faktor der Intra-S- und G,/M- Kontrollpunkte [111,
112]. 53BP1 und H2AX sowie Nbs1l und Mrell werden fiir eine ATM-abhangige NHEJ-
Reparatur von DSB bendétigt [112].

lonisierende Strahlung

Abbildung 1.9:  Schematische Darstellung  der
/ \ hierarchischen  Bildung von nukledren  Foci
Rad51 yH2AX unterschiedlicher Proteine nach DSB-Bildung durch

ionisierende Strahlen, nach Wang 2002 [111]
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1.5.5 Translesion Synthesis (TLS)

Wahrend der Replikation konnen durch die DNA-Schadigungen geblockte
Replikationsgabeln entstehen. Abhangig von der Art der Schadigung kann der
Organismus auf diese reagieren. In manchen Fallen sind die Schadigungen nicht
reparabel oder die DNA-Helix durch eine fortgeschrittene Replikationsgabel bereits
entspannt und somit eine Verwendung des ungeschadigten Stranges als Template zur
DNA-Synthese nicht mehr méglich. Ein zelluldres Uberleben trotz persistierender DNA-
Addukte kann durch eine TLS (auch ,replicative bypass“) vermittelt werden. Es kommt
zu einer Toleranz gegenliber der DNA-Schadigung. Eine TLS ist somit streng genommen
kein DNA-Reparatur-Mechanismus, da die Schadigung - zumindest voriibergehend - an
der DNA verbleibt. Dennoch ist sie eine wichtige Komponente der Zellantwort auf eine
DNA-Schidigung und tragt zum zelluldren Uberleben bei.

Einige DNA-Polymerasen koénnen DNA-Basen gegenliber einer DNA-Schadigung
einbauen. Dies geschieht wenig genau und ermoglicht mutagene Replikationen [113].
Diese Polymerasen zeigen auRerdem eine geringe Prozessivitat und bauen nur einige
wenige Basen ein, bevor sie wieder vom DNA-Templatestrang dissoziieren. Andere
Polymerasen konnen dann die weitere Replikation (bernehmen (Abbildung 1.10).

Neuere Untersuchungen zeigen, dass Kombinationen von spezialisierten DNA-
Polymerasen, abhadngig von deren Art, an einer Schadensumgehung zusammen-
arbeiten [113].
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An der Umgehung der meisten Schadigungen ist REV3L (pol ) in Kombination mit einer
weiteren Polymerase beteiligt [113]. Die TLS eines CDDP-induzierten 1,2-Intrastrang-
Addukts erfolgt mit pol n und pol . Vermutlich besteht eine TLS immer aus einem
Insertionsschritt mittels einer Polymerase der Y-Familie (z.B. pol n) und einem
Verlangerungsschritt durch pol {. Eine Monoubiquitination von PCNA scheint an dem
Polymerase-Wechsel beteiligt zu sein [114, 115]. Eine Beteiligung von mehr als zwei
Polymerasen ist moglich. Eine grofle Anzahl Arbeitsgruppen konnte zeigen, dass eine
erhohte Toleranz von CDDP-Addukten eine wichtige Rolle in der CDDP-Resistenz spielt.

A 5rrrrrr
’llllllllllllll-lllllllllllllll
3

Gap containing template DNA damage

Y

B 5 Trrrrreress———— T

3’llllllllllllll!lllllllllllllll

Extension blocked at the site of DNA damage

Y

C 5 rrrrrro————

3’llllllllllllll'lllllllllllllll

Insertion by specialized pol

Y

D 5 rrrrrrere——— - T
3,lll||||lll||||-|||||ll|||||l|l

Extension by second specialized pol (often pol{)

Y

E 5 rrrrrror—— -
| B

3'llllllllllllll-ll

rrrrirrrrunri
| I . .

Completion of synthesis (e.g. pold) and ligation

Abbildung 1.10: Arbeitsmodell einer TLS. Replikationspolymerasen stoppen an DNA-Schadigungen (B).
Spezialisierte (TLS)-Polymerasen, abhangig von der Art der Schadigung, bauen eine bis einige wenige
Basen gegeniiber dieser Schadigung ein (C). Die weitere Verlangerung des synthetisierten DNA-Stranges
erfolgt mit einer anderen Polymerase (D). Wenn eine TLS in der S-Phase erfolgt oder die Auffiillung
groRer Licken in der DNA behoben wird, erfolgt ein Wechsel zurlick zu einer Replikationpolymerase (E),
Reprinted by permission from Macmillan Publishers Ltd: The EMBO Journal; 28(4), pages 313-314
(Takata, K. and R. D. Wood, Bypass specialists operate together.), copyright 2009
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Die wenig genauen Polymerasen, die an der Umgehung der CDDP-DNA-Addukte
beteiligt sind, sind aulRer Polymerase (pol) n und pol T auch pol B und REV1 [114-119].
Hohe Spiegel dieser Polymerasen scheinen mit einer CDDP-Resistenz verkniipft zu sein
und aullerdem mit einer erhéhten Mutagenitat zusammen zu hangen [117, 118, 120].

Drei Schritte sind fiur die TLS eines CDDP-GpG-Addukts essentiell: Insertion einer Base
gegenlber dem 3'-G, Insertion einer Base gegeniiber dem 5'-G und Verlangerung
ausgehend vom 5°-G [120]. Die spezialisierten Polymerasen erfillen diese Schritte
unterschiedlich erfolgreich bzw. unterschiedlich fehleranfallig [119, 121].

Die spezialisierten Polymerasen erledigen weitere Aufgaben. Pol n kann auch UV-
induzierte Cyclobutan-Pyrimidin-Dimere umgehen. Mutationen im pol n-Gen sind
auBerdem fir die XP-Variante XPV verantwortlich [116]. Pol B ist zusatzlich an der BER
beteiligt [34]. REV1 und pol T scheinen ebenfalls in der Interstrang-Crosslink-Reparatur
(siehe Abschnitt 1.5.3) eine wichtige Rolle zu spielen [115]. Die beobachtete
(genetische) Epistase zwischen den REV1-, polZ- und FANCC- (,Fanconi anemia
complementation group C“) Genen bezieht eine TLS in die Interstrang-Reparatur mit
ein. Pol T scheint die DNA-Synthese gegeniber dem geschadigten DNA-Strang
durchzufiihren. Dies ist eine notwendige Vorbereitung des Tochterstranges zur
nachfolgenden HR. Der Prozess der Intrastrang-Reparatur scheint unabhangig von
einer PCNA-Monoubiquitination.

Defekte im MMR-System, wie z.B. veradnderte oder fehlende hMSH6 und /oder
hMLH1, fiihren zu einer gesteigerten TLS der CDDP-Addukte [31, 72]. Auch HMG1
verhindert die TLS der CDDP-Addukte.

Zwischen den einzelnen Reparatur- und/oder DNA damage response-Wegen
bestehen also Kooperationen und Uberschneidungen. Abbildung 1.11 stellt diese
Zusammenhange noch mal schematisch dar.

Cisplatin

. Abbildung 1.11: Faktoren, die eine DNA-
olr)'(':‘('l":"f;'l:“"l'l'l""'“ l Overexpression Reparatur CDDP-induzierter Addukte
+ modulieren und die eine TLS regulieren,

DNA l Reprinted by permission from Macmillan

\(ldllll\ Publishers Ltd: Oncogene; 22(47), pages 7265-

-

7279 (Siddik, Z. H., Cisplatin: mode of cytotoxic
. action and molecular basis of resistance.),
copyright 2003
. ./‘ =
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1.6 Charakteristische Merkmale verschiedener Zelltodarten

Ziel einer Behandlung ist letztendlich der Zelltod der Krebszellen. Dieser lasst sich
anhand des morphologischen und biochemischen Ablaufs in zwei Arten unterteilen:
Apoptose und Nekrose. Die Apoptose ist ein von der Zelle aktiv regulierter Vorgang
und wird auch als programmierter Zelltod bezeichnet [122]. Hingegen kann die
Nekrose von der Zelle nicht beeinflusst werden.

Die Apoptose gliedert sich morphologisch in zwei Phasen. In der ersten Phase kommt
es zu einer Loslosung der apoptotischen Zelle von ihren Nachbarzellen sowie zur
Kondensation von Chromatin und Zytoplasma. Es kommt aullerdem zu einer
Fragmentierung des Nukleus und der Ausbildung kleiner Vesikel an der Zellmembran.
Diese sogenannten apoptotischen Kérperchen werden nach und nach von der Zelle
abgeschnirt [109]. Bereits im frilhen Stadium der Apoptose kommt es zur
Translokation von Phosphatidylserin von der Innenseite der Plasmamembran auf die
AuBenseite [123]. Die Zellmembran bleibt ansonsten intakt. In der zweiten Phase
kommt es zur Phagozytose der abgeschnirten Vesikel und deren Wiederverwertung.
Die Apoptose erhalt somit die zellulare Homdostase.

Die Nekrose ist dagegen durch einen Verlust der Membranintegritat gekennzeichnet.
Es kommt zu einem Anschwellen der gesamten Zelle inklusive Nukleus,
Endoplasmatischem Retikulum und Mitochondrien und letztlich zur Ruptur der
Zellmembran. Durch den Austritt des Zellinhalts in den Extrazellularraum ensteht eine
lokale Entziindung [122, 124].

Auch CDDP induziert, abhangig von der Konzentration, diese zwei Arten des Zelltods
[27, 125].
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2 Fragestellung

Die Ursachen eines Therapieversagens in TGCTs, das fast ausschlieBlich in Nicht-
Seminomen beobachtet wird, sind vielfaltig und nicht vollstandig aufgeklart. Die
Aufdeckung relevanter Faktoren und Mechanismen, die bei einer Resistenzentwicklung
auftreten, ist fiir eine Verbesserung des Therapiemanagements duRerst wichtig.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Sensitivitdit und Resistenz maligner
Keimzelltumore des Hodens gegentiber einer CDDP-Behandlung. Sie soll damit anhand
von invitro-Untersuchungen einen Beitrag zum Verstdndnis von Resistenz-
entwicklungen und Therapieansprechen leisten.

Wie bereits im vorherigen Abschnitt erwahnt, sind die Ursachen und Mechanismen
einer CDDP-Resistenz vielfaltiger Natur. Welche Mechanismen an der Resistenz-
entwicklung von Keimzelltumoren beteiligt sind, soll anhand folgender Uberlegungen
untersucht werden:

1. Welche zytotoxischen Effekte sind nach einer CDDP-Behandlung mit klinisch
relevanten Konzentrationen zu beobachten und wann kommt es zum Tod der
Zelle?

2. Welche Bedeutung hat die Addukt-Bildung bzw. DNA-Platinierung sowie deren
Reparatur auf die Sensitivitat bzw. Resistenzentwicklung in Keimzelltumoren?

3. Welcher Zusammenhang besteht zwischen der Addukt-Bildung und der Bildung
sekundarer DNA-Schadigungen? Welche Bedeutung haben diese sekundaren
DNA-Schadigungen auf das Therapieansprechen und die unterschiedlichen
Resistenzniveaus der Zelllinien?

4. Ist eine erhohte Schadenstoleranz bzw. eine TLS an der Resistenzentwicklung in
Keimzelltumoren beteiligt? Welcher Zusammenhang besteht mit der Bildung
der DNA-Addukte und den sekundaren DNA-Schadigungen?

5. Welche Unterschiede bestehen in Seminomen zwischen den toxischen Effekten
einer Bestrahlung und denen einer CDDP-Behandlung?

Die Untersuchungen erfolgten an der Embryonalkarzinomzelllinie NT-2 und deren
generierter, CDDP-resistenter Sublinie NT-2-R. Vergleichende Analysen erfolgten an
der einzig etablierten Seminomzelllinie TCam-2.
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3 Ergebnisse

Zunachst erfolgte die Bestimmung geeigneter Inkubationsbedingungen. In den
anschlieBenden Abschnitten der Arbeit wurde daraufhin die Reaktion von
Keimzelltumoren auf die Behandlung mit CDDP an der Embryonalkarzinomzelllinie
NT-2 und ihrem resistenten Subklon NT-2-R untersucht. Diese beiden Zelllinien wurden
als reprasentative Gruppe von Nicht-Seminomen mit vornehmlich Embryonalzell-
karzinom-Charakter mit der Seminomzelllinie TCam-2 verglichen. Da TCam-2 die
derzeitig einzig etablierte Seminomzelllinie darstellt, war hier ein zusatzlicher
Gruppenvergleich nicht moglich. Bei den Untersuchungen wurde besonderes
Augenmerk auf den Zusammenhang zwischen DNA-Schadigung und Zytotoxizitat
gelegt. Im letzten Teil der Arbeit erfolgte fir die TCam-2-Zelllinie eine erganzende
Analyse der toxischen Wirkung einer Strahlentherapie.

3.1 Auswahl geeigneter Inkubationsbedingungen

Da in dieser Arbeit die Bedeutung der DNA-Reparatur fir die Sensitivitdt bzw.
Resistenz von Keimzelltumorzellen gegeniiber CDDP untersucht werden soll, wurden
zunachst Inkubationskonzentrationen und -zeiten fiir die Behandlung der Zellen
ermittelt, bei denen zwar ein Zellschaden zu beobachten war, die aber nicht zu einem
kompletten Zelluntergang fiihrten. Daflir wurden zundchst mikroskopische
Beobachtungen der Zelllinien unter CDDP-Behandlung durchgefiihrt.

3.1.1 Morphologische Untersuchungen

Betrachtet man die in Abschnitt 1.1.2 vorgestellten Zellen unter dem Lichtmikroskop,
so weisen die behandelten Zellen gegeniiber den unbehandelten Kontrollzellen
Anderungen in der Morphologie auf. Zunéchst wurden 3x10* NT-2- und NT-2-R-Zellen
ausplattiert und nach frihestens 24 h gemaR Tabelle 3.1 behandelt.

Tabelle 3.1: Verwendete CDDP-Konzentrationen und Inkubationszeiten

CDDP - Konzentrationen Inkubationszeiten

Kontrolle

1h/3h/6h/12h/24h/48h
0.4uM/1pM/2.5uM /5 uM /10 uM /20 uM / 50 uM
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Die Betrachtung im Lichtmikroskop erfolgte mit 20-facher VergrofRerung zu den
angegebenen Zeitpunkten. Abbildung 3.1 zeigt reprasentative Ausschnitte dieser
Praparate.

Bei den NT-2-Zellen handelt es sich um adhdrente Epithelzellen mit deutlichen
Einlagerungen (Granula). Sie wachsen dicht gedrangt mit direktem Zell-Zell-Kontakt
und weisen eine polygonale Form auf.

Es ist deutlich zu erkennen, dass die NT-2-Zellen nach einer Inkubation fir 48 h mit
2.5 uM CDDP im Vergleich zu den Kontrollzellen angeschwollen sind. Zudem |6sen sich
die Zellen voneinander und es kommt zu einem Ablosen der Zellen von der
Kulturplatte. Dennoch sind noch immer intakte Zellverbdande vorhanden.

Hingegen zeigten die NT-2-R-Zellen sogar nach einer Inkubation mit 5 uM CDDP fir
48 h nur minimale Verdanderungen und sehr wenig abgeldste Zellen.

NT-2-R

el 4

unbehandelte Kontrollzellen

Abbildung 3.1: Morphologische Verdanderungen von NT-2- und NT-2-R Zellen nach 48 h CDDP-
Behandlung. Gezeigt sind reprasentative Ausschnitte. Die Aufnahmen erfolgten bei 20-facher
VergroRerung (Hellfeld-Aufnahme).
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Fir die nachfolgenden Untersuchungen bot sich somit eine CDDP-Konzentration von
2.5 uM an. Eine CDDP-Chemotherapie erfolgt in der Regel als Kurzinfusion [8, 10, 11,
126], seltener auch als Langzeitinfusion Gber 24 h [127, 128]. Es wurden daher
unterschiedliche Inkubationszeiten ausgewahlt (Tabelle 3.2). Eine Inkubationszeit von
48 h wurde zusatzlich gewahlt, um zu untersuchen, welchen Einfluss eine ldangere
CDDP-Exposition hat. Diese Bedingungen wurden zur vergleichenden Analyse auch bei
den TCam-2-Zellen verwendet.

Bei vielen der folgenden Untersuchungen wurde nach Ablauf der in Tabelle 3.2
erwahnten Inkubationszeiten ein Mediumwechsel durchgefiihrt, dafiir wurde das
cisplatinhaltige Medium abgesaugt und gegen cisplatinfreies Medium ersetzt
(,Reparaturanalyse”). AnschlieRend wurden die Zellen weiter inkubiert. Auf diese
Weise wurde in vitro ein Absinken des Plasmaspiegels in vivo imitiert. Die Analyse der
Zellen erfolgte versuchsabhangig zu unterschiedlichen Zeiten nach Mediumwechsel.
Die Versuche werden im Folgenden durch Hinzufiigen der Inkubationszeit mit
Zytostatikum und der Zeit nach Mediumwechsel (ZnM) benannt. Eine Angabe von
24 h /6 h steht zum Beispiel fiir eine Behandlung Uber 24 h und anschlieRender
cisplatinfreier Inkubation flr 6 h.

Tabelle 3.2: Verwendete CDDP — Inkubationsbedingungen zur Reparaturanalyse

Zeiten Bedingungen

Reparaturanalyse 3h/24h/ 48h Kontrolle, 2.5 uM
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3.2 Charakterisierung der Zytotoxizitat und des Zelltods

Zunachst wurde untersucht, welche Auswirkungen CDDP auf die Viabilitat der Zellen
und die Bildung von Zellkolonien hat. AuRerdem wurde untersucht, welche
Auswirkungen CDDP auf den Zellzyklus hat. Da deutliche Zeichen des Zelltods zu
beobachten waren, wurden diese ndher charakterisiert. Dabei wurde unter anderem
die Art des Zelltods naher bestimmt sowie deren zeitlicher Ablauf analysiert.

3.2.1 Koloniebildung nach Behandlung mit CDDP

Eine Moglichkeit, die Proliferationsfahigkeit zytostatikabehandelter Zellen zu
untersuchen, bietet der Colony Formation Assay (CFA). Hierzu wurden die zu
untersuchenden Zellen zunachst ausplattiert und nach dem Anwachsen gemald Tabelle
3.2 behandelt. Je 100 der behandelten Zellen wurden wiederum ausplattiert und
14 Tage (NT-2 und NT-2-R) bzw. 21 Tage (TCam-2) inkubiert. Es folgten eine Zellfarbung
nach Giemsa und die Auszihlung der Koloniezahl pro Ansatz. Uberall dort, wo sich
nach der Aussaat noch eine proliferationsfahige Tumorzelle befand, war nun eine
Zellkolonie. Je mehr Zellen also in ihrer Proliferation gehemmt waren bzw. je toxischer
die Behandlung war, desto weniger Kolonien wuchsen.

Das Koloniewachstum der behandelten Zellen wird in Prozent [%] bezogen auf die
unbehandelten Kontrollen angegeben. 100 unbehandelte NT-2-Zellen bildeten
84.0+13.3 Kolonien, 100 unbehandelte NT-2-R-Zellen 116.3+27.8. Die 100
unbehandelten TCam-2-Kontrollzellen bildeten 28.9 + 0.7 Kolonien.

Wie in den Abbildung 3.2, Abbildung 3.3 und Abbildung 3.4 gezeigt, fihrte eine CDDP-
Behandlung zu einer statistisch signifikanten, konzentrationsabhangigen Reduktion der
Koloniebildung. TCam-2-Zellen zeigten zu allen Zeitpunkten und fir alle untersuchten
Konzentrationen eine héhere Koloniebildung als die NT-2- und NT-2-R-Zelllinien. Die
Daten zeigten auRerdem eine relative Resistenz der NT-2-R Zellen im Vergleich zu den
urspriinglichen NT-2-Zellen.
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Eine 3 h-Behandlung mit 2.5 uM CDDP verringerte die Koloniebildung in NT-2-Zellen
auf 22.4 % £ 11.5 % und in NT-2-R-Zellen auf 62.4 % £ 8.1 %. In beiden Zelllinien fiihrte
eine Behandlung mit 10 uM CDDP zu einem fast vollstandigen Verlust der
Proliferationsfahigkeit (Abbildung 3.2). Im Vergleich dazu fiihrte eine Behandlung mit
2.5uM CDDP fir 3 h in den TCam-2-Zellen nur zu einem geringen Verlust der
Koloniebildung auf 85.4 %+ 11.4%. Selbst eine Inkubation mit 100 uM CDDP
reduzierte das Koloniewachstum nur auf 15.3 % * 3.4 % (Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2:  Koloniebildung nach Behandlung mit CDDP. Die Grafiken zeigen die Anzahl der
Kolonien [%] im Vergleich mit unbehandelten Kontrollzellen (0) fir eine 3 h Inkubation. Gezeigt sind die
Mittelwerte aus mind. drei Versuchen mit Standardabweichung (* =p <0.05, ** =p <0.01 gegen K
sowie ++=p <0.01 gegen NT-2-R). Diese ist auf Grund der logarithmischen Skalierung nur in eine
Richtung aufgetragen. Sie ist symmetrisch um den Mittelwert verteilt. (A) NT-2: ¢, NT-2-R: = und (B)
TCam-2: A. Zu beachten sind die unterschiedlichen Skalierungen zwischen NT-2/NT-2-R und TCam-2.
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Eine Inkubation mit 0.4 uM CDDP fir 24 h verminderte die Koloniebildung in NT-2-
Zellen auf 49 % + 6.7 % und in NT-2-R-Zellen auf 80.1 % + 3.9 % (Abbildung 3.3). Eine
Konzentration von 1uM bedeutete fiir die NT-2-Zellen einen Verlust der
Proliferationsfahigkeit (3.3 % + 0.4 %), wohingegen die NT-2-R-Zellen noch ein relatives
Koloniewachstum von 46.2 % + 11.7 % aufwiesen. Fir letztere war eine Behandlung
mit 2.5 uM CDDP notwendig, um die Koloniebildung fast vollstandig zu inhibieren
(3.8 % * 1.4 %). Die Koloniebildung in den TCam-2 Zellen war nach 24 h-Behandlung
mit 2.5 uM CDDP auf 43.9 % + 16.4 % reduziert. Es konnten keine Unterschiede in der
Proliferationshemmung zwischen 15 puM, 30uM und 100 uM CDDP festgestellt
werden; Alle Bedingungen fiihrten zwar zu einem verminderten Koloniewachstum,
aber nicht zum Verlust der Proliferationsfahigkeit (Abbildung 3.3).
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Abbildung 3.3:  Koloniebildung nach Behandlung mit CDDP. Die Grafiken zeigen die Anzahl der
Kolonien [%] im Vergleich mit unbehandelten Kontrollzellen (0) fiir eine 24 h Inkubation. Gezeigt sind die
Mittelwerte aus mind. drei Versuchen mit Standardabweichung (*** =p <0.001 gegen K sowie
++=p <0.01 und + = p <0.05 gegen NT-2-R). Diese ist auf Grund der logarithmischen Skalierung nur in
eine Richtung aufgetragen. Sie ist symmetrisch um den Mittelwert verteilt. (A) NT-2: ¢, NT-2-R: = und
(B) TCam-2: A. Zu beachten sind die unterschiedlichen Skalierungen zwischen NT-2/NT-2-R und TCam-2.
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Nach 48 h CDDP-Behandlung zeigten die NT-2-R-Zellen eine vergleichbare Reduktion in
der Koloniebildung wie nach einer 24 h-Inkubation (Abbildung 3.4).

Interessanterweise war die Koloniebildung der NT-2-Zellen nach einer 24 h-Inkubation
mit 0.4 UM und 1 uM CDDP starker inhibiert als nach einer 48 h-Inkubation (Abbildung
3.4) mit denselben Konzentrationen (67.6% + 24.8 % bzw. 18.5% +3.7 %). Ein
Vergleich mit der sub-G;-Fraktion der Zellzyklusdaten (siehe 3.2.2) verdeutlicht, dass
die NT-2-Zellen eher zur Apoptose neigen als die NT-2-R-Zellen. Daher ist es mdglich,
dass wahrend der 48 h-Inkubation mit CDDP Zellen mit einem groferen DNA-Schaden
abgebaut werden und somit fir weitere Untersuchungen verloren gehen. Das kann zu
einer Selektion weniger geschadigter Zellen mit groBerer Viabilitat und
Proliferationsfahigkeit flihren. Die scheinbar hohere Koloniebildung nach langerer
Inkubationszeit ware dann nur ein Artefakt.

Nach einer 48 h-Behandlung mit 2.5 uM CDDP war die Koloniebildung in den TCam-2-
Zellen lediglich auf 22.5 % + 10.1 % vermindert (Abbildung 3.4). Wie nach einer 24 h-
Inkubation fuhrten alle Bedingungen zwar zu einem verminderten Koloniewachstum,
aber nicht zum Verlust der Proliferationsfahigkeit.
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Abbildung 3.4:  Koloniebildung nach Behandlung mit CDDP. Die Grafiken zeigen die Anzahl der
Kolonien [%] im Vergleich mit unbehandelten Kontrollzellen (K) fir eine 48 h Inkubation. Gezeigt sind
die Mittelwerte aus mind. drei Versuchen mit Standardabweichung (* =p <0.05, ***=p<0.001
gegen K sowie ++ =p < 0.01 gegen NT-2-R). Diese ist auf Grund der logarithmischen Skalierung nur in
eine Richtung aufgetragen. Sie ist symmetrisch um den Mittelwert verteilt. (A) NT-2: ¢, NT-2-R: m und
(B) TCam-2: A. Zu beachten sind die unterschiedlichen Skalierungen zwischen NT-2/NT-2-R und TCam-2.
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Die Behandlung mit Cisplatin fiihrte auBerdem zu einer zeitabhangigen Reduktion der
Koloniebildung. Abbildung 3.5 zeigt dies nochmals zusammenfassend und beispielhaft
far eine Inkubation mit 2.5 uM CDDP uber 3 h, 24 h und 48 h.

Eine 3 h-Behandlung verminderte die Koloniebildung in NT-2-Zellen auf
224%+11.5%, in NT-2-R-Zellen auf 62.4%+8.1% und in TCam-2-Zellen auf
85.4%+11.4%. In den NT-2- und den NT-2-R-Zellen fihrte eine 24 h- bzw. 48 h-
Inkubation zu einem fast vollstandigen Verlust der Proliferationsfahigkeit (NT-2:
1.7%+1.5 % und 1.7 % +2.5% bzw. NT-2-R: 3.8 % +1.4% und 2.6 % * 2.5 %). Die
Unterschiede zwischen den beiden Zelllinien waren fiir die 3 h- (p < 0.01) und die 24 h-
(p <0.05) Inkubation statistisch signifikant. Die TCam-2-Zellen zeigten zu allen
Zeitpunkten eine statistisch signifikant hohere Koloniebildung als die NT-2- und
NT-2-R-Zellen. Nach 24 h war die Koloniebildung lediglich auf 43.9 % + 16.4 % reduziert
und nach 48 h auf 22.5 % + 10.1 %.
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Abbildung 3.5:  Koloniebildung nach Behandlung mit CDDP. Die Grafik zeigt die Anzahl der
Kolonien [%] im Vergleich mit unbehandelten Kontrollzellen (K) fiir eine Inkubation mit 2.5 uM CDDP fir
3 h, 24 h und 48 h. Gezeigt sind die Mittelwerte aus mind. drei Versuchen mit Standardabweichung
(#=p<0.05, ## = p <0.01 und ### = p < 0.001 gegen TCam-2 sowie + = p < 0.05 und ++ = p < 0.01 gegen
NT-2-R). Diese ist auf Grund der logarithmischen Skalierung nur in eine Richtung aufgetragen. Sie ist
symmetrisch um den Mittelwert verteilt. NT-2: 4, NT-2-R: m und TCam-2: A

Mit Hilfe der Konzentrationsreihen ldsst sich zudem fiir alle Zeitpunkte und alle
Zelllinien mittels graphischer Auswertung eine ICsq bestimmen (siehe Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3:  ICsg-Werte: bestimmt mittels Colony Formation Assay

Inkubationszeit NT-2 NT-2-R TCam-2

3h 1.6 uM £ 0.3 pM 50 uM £ 0.3 uM 152 uM £ 4.6 uM
24 h 0.48 uM £ 0.02 pM 1.20 uM £ 0.19 uM 26 UM+ 1.0 uM
48 h 0.57 uM £ 0.19 pM 0.83 uM £ 0.14 pM 1.4 uM £ 0.24 uM
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3.2.2 CellTiter-Glo® Luminescence Cell Viability Assay

Um den Einfluss von CDDP auf die Viabilitdt der NT-2-, NT-2-R- und TCam-2-Zellen zu
untersuchen, wurde der CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay durchgefiihrt.
Als MaR fiir die Anzahl lebender Zellen wird der ATP-Gehalt metabolisch aktiver Zellen
bestimmt. Das von den Zellen produzierte ATP wird in Gegenwart von Luciferin durch
das Enzym Luciferase unter Lichtemission zu AMP umgesetzt. Die Intensitat des
emittierten Lichts wird gemessen (Abschnitt 7.4.2) und ist proportional der
Zellviabilitat.

Die Abbildung 3.6, Abbildung 3.7 und Abbildung 3.8 geben die relative Anderung des
emittierten Lichts in Bezug auf die Kontrollen wieder.

Nach einer 3 h-Inkubation mit CDDP mit Konzentrationen bis zu 1000 uM konnte erst
24 h nach einem Mediumwechsel eine Abnahme der Zellviabilitat gemessen werden.
Dieser Effekt trat in allen drei Zelllinien auf (Abbildung 3.6). Die Abnahme der
Lumineszenz, und somit die Abnahme der Viabilitat, verlief in den NT-2- und NT-2-R-
Zellen gleich. Im Gegensatz dazu konnte bei den TCam-2-Zellen eine Abnahme der
Lumineszenz erst bei hoheren Konzentrationen beobachtet werden. Die Abnahme
schien hier zundchst ein Plateau zu durchlaufen (Abbildung 3.6).

Die Konzentration, bei der die Lumineszenz 24 h nach dem Mediumwechsel auf die
Halfte des Kontrollwertes reduziert war (ICsg), lag im Falle der NT-2- und NT-2-R Zellen
bei 85.8uM +18.4uM bzw. 85.1 uM £15.1 uM und in den TCam-2-Zellen bei
334 uM + 166.8 uM. Es war also kein Unterschied zwischen den Nicht-Seminom-
Zelllinien NT-2 und NT-2-R festzustellen.

39



Ergebnisse

NT-2: 3 h CDDP + X h A
150 1 I
125 i T
DlOO - \i
= 75 ——3h
X 50 - —=-3h/
25 1231
10 100 1000
CDDP [uM]
NT-2-R: 3 h CDDP + X h B
200 -
150 -+
2100 -
nd -—t=—73 h
50 1750 /en
O =3 h/24h
10 100 1000
CDDP [puM]
200 - TCam-2: 3h CDDP + X h C
150 -+
3 100
o ——3 h
od =#=3h/3h
>0 3h/6h
=3 h /24 h
10 100 1000
CDDP [pM]

Abbildung 3.6: Anderungen der Lumineszenz nach Behandlung mit 2.5 uM CDDP fiir 3h und
anschlieBender cisplatinfreier Inkubation. A: NT-2, B: NT-2-R und C: TCam-2. Die Grafik zeigt die
Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen, die ihrerseits jeweils mind. eine Dreifachbestimmung
beinhalten. RLU = relative light units. Zu beachten ist die halblogarithmische Darstellung.
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Nach einer 24 h- sowie einer 48 h-Inkubation zeigte sich die CDDP-induzierte Toxizitat
deutlich dosisabhdngig (Abbildung 3.7 und Abbildung 3.8). Die resultierenden [Cso-

Werte sind fir jede Bedingung in Tabelle 3.4 aufgefiihrt.

Tabelle 3.4:  1C5o-Werte; bestimmt mittels CellTiter-Glo® Luminescence Cell Viability Assay
Inkubationszeit/ | NT-2 NT-2-R TCam-2

ZinM

3h/24h 85.8uM +184 uM | 85.1 pM +15.1 pM | 334 uM £ 166.8 uM
24h/0h 221 puM £1.2 uyM 28.5uM +9.1 uM 140 yM = 81.5 uM
24h/3h 20.4 uM £ 2.4 uM 22.4 uyM + 1.8 uM 69.5 uM +39.1 uM
24h/6h 18.4 yM + 1.8 uM 20.6 uM + 1.1 uM 50.5 uM +22.3 uM
24h/24h 12.8 uyM + 2.5 uM 17.6 yM £ 2.1 pM 27.6 uM + 8.2 uM
48 h/0h 9.5uM £1.9 uM 13.3 pM £ 3.0 uM 19.1 yM £ 0.6 uM
48 h/3h 12.0 yM £ 4.9 uM 13.6 pM £ 5.5 uM 183 uM £ 1.2 uM
48 h/6h 9.4 uM + 2.8 uM 12.7 uM £ 4.8 uM 17.8 yM = 1.1 uM
48 h /24 h 8.6 UM + 2.0 uM 11.5pM £ 3.8 uM 153 pM £ 0.2 uM

Auch hier zeigte sich, dass der Verlauf der abnehmenden Lumineszenz in den NT-2-
und NT-2-R-Zellen gleich war und sich von dem der TCam-2-Zellen unterschied
(Abbildung 3.7 und Abbildung 3.8). Letztere zeigten deutlich flachere Kurvenverlaufe.
AuBerdem war in den TCam-2-Zellen nach einer 24 h-Inkubation zusatzlich ein
ausgepragter zeitabhangiger Effekt der CDDP-Toxizitat zu beobachten (Abbildung 3.7).

NT-2-Zellen waren nur wenig sensitiver gegeniiber einer CDDP-Inkubation als NT-2-R-
Zellen, und die ermittelten ICso-Werte unterschieden sich zu keinem Zeitpunkt
signifikant. Im Hinblick auf kiirzere Behandlungszeiten waren die TCam-2-Zellen
deutlich resistenter als die NT-2- bzw. NT-2-R-Zellen (p <0.05 fiir 3 h /24 h). Diese
Resistenzunterschiede waren nach langeren Behandlungszeiten weniger ausgepragt.
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Abbildung 3.7: Anderungen der Lumineszenz nach Behandlung mit 2.5 uM CDDP fiir 24 h und
anschlieBender cisplatinfreier Inkubation. A: NT-2, B: NT-2-R und C: TCam-2. Die Grafik zeigt die
Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen, die ihrerseits jeweils mind. eine Dreifachbestimmung
beinhalten. RLU =relative light units. Zu beachten ist die halblogarithmische Darstellung sowie die
unterschiedlichen Skalierungen zwischen NT-2/NT-2-R und TCam-2.
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Abbildung 3.8: Anderungen der Lumineszenz nach Behandlung mit 2.5 uM CDDP fiir 48 h und

anschlieBender cisplatinfreier Inkubation. A: NT-2, B: NT-2-R und C: TCam-2. Die Grafik zeigt die
Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen, die ihrerseits jeweils mind. eine Dreifachbestimmung
beinhalten. RLU =relative light units. Zu beachten ist die halblogarithmische Darstellung sowie die
unterschiedlichen Skalierungen zwischen NT-2/NT-2-R und TCam-2.
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3.2.3 Analyse der Zellverteilung auf die verschiedenen Zellzyklusphasen

Um den Einfluss von CDDP auf die Zellzyklusverteilung zu untersuchen, wurde der
DNA-Gehalt behandelter Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Durch
Messung des DNA-Gehalts von Zellen lasst sich deren momentane Zellzyklusphase
bestimmen. Dieser kann durch das Einbringen eines Fluoreszenzfarbstoffs, der
qguantitativ in die DNA interkaliert, fiir jede Zelle ermittelt werden. In dieser
Versuchsreihe wurde Propidiumiodid (Pl) eingesetzt. Pl kann nach Fixierung der
Membran mit Ethanol in die Zellen eindringen und in die DNA interkalieren. Es wurden
im Mittel 10.000 markierte Zellen durchflusszytometrisch vermessen. Anhand des PI-
Signals, welches proportional zum DNA-Gehalt einer Zelle ist, wurden diese dann in
Zellen der Gi-Phase (einfache DNA-Menge), S-Phase (zwischen ein- und zweifacher
DNA-Menge) und G,/M-Phase (zweifache DNA-Menge) eingeteilt. Zellen, die weniger
als die einfache DNA-Menge aufweisen, sind apoptotische Korperchen und werden als
sub-G4 Zellen bezeichnet.

Unbehandelte NT-2-Zellen (Kontrolle) zeigten 33.5 % + 5.5 % Zellen in der G;-Phase,
273% +2.0% Zellen in der S- und 38.0% +3.6% in der G,/M-Phase. Lediglich
1.3 % + 0.5 % waren Zellen der sub-G;-Fraktion. Der Anteil an Zellen in der G;-Fraktion
stieg in den folgenden 48 h leicht an. Dies geschah hauptsachlich auf Kosten der Zellen
in der S-Phase und vermutlich auf Grund ansteigender Konfluenz. Unbehandelte
NT-2-R-Zellen (Kontrolle) zeigten die gleiche Zellzyklusverteilung (Abbildung 3.10).

Nach einer 3 h-Inkubation mit CDDP waren erst 24 h nach einem Mediumwechsel
Veranderungen in der Zellzyklusverteilung sichtbar. Es kam zu einem Anstieg an Zellen
in der G,/M-Phase auf 57.4 % + 5.0 % in NT-2-Zellen bzw. auf 49.2 % + 7.4 % in NT-2-R-
Zellen und damit verbunden zu einer Abnahme an Zellen in der Gi-Phase auf
11.2% + 1.2 % in NT-2-Zellen und auf 15.2 % + 7.6 % in NT-2-R-Zellen (p < 0.05). Dieser
Effekt war reversibel: 48 h nach dem Mediumwechsel waren im Vergleich zu den
Kontrollzellen keine Unterschiede mehr erkennbar. Die Verschiebung in die G,/M-
Phase verschwand in NT-2- und NT-2-R-Zellen. Zu keinem Zeitpunkt kam es zu einer
Zunahme an Zellen in der sub-G;-Fraktion (Abbildung 3.10).

Im Gegensatz dazu kam es nach einer 24 h-Inkubation zu einer voriibergehenden
Anhaufung der Zellen in der S-Phase (Abbildung 3.10). Diese S-Verschiebung ging 24 h
nach dem Mediumwechsel in einen G,/M-Arrest Uber (mit 73.7 % £ 1.8 % in den NT-2-
und 455%+7.9% in den NT-2-R-Zellen, p<0.05). Die Unterschiede zu den
unbehandelten Kontrollzellen waren statistisch signifikant (p < 0.01). 48 h nach einem
Mediumwechsel kam es zu einer Zunahme an Zellen in der sub-G;-Fraktion auf
49.2 % *2.0% (NT-2, p<0.001) und auf 24.8 % +9.2 % (NT-2-R, p < 0.05). Abbildung
3.9 zeigt beispielhaft die Histogramm Plots des Verlaufs dieser Zellzyklusanderungen.
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Abbildung 3.9: Histogramm Plots der durchflusszytometrischen Analyse des Zellzyklus von NT-2- und
NT-2-R Zellen nach 24 h Inkubation mit 2.5 uM CDDP und anschlieRender cisplatinfreier Inkubation fiir
24 h und 48 h. Die Zellen wurden mit Ethanol fixiert und fiir die Messung mit Propidiumiodid gefarbt.
Dargestellt ist die Zellzahl gegen den DNA-Gehalt, gemessen als PI-Signal. 1 =sub-G;-Phase,
2 = G;-Phase, 3 = S-Phase und 4 = G,/M-Phase

Grundsatzlich zeigten NT-2- und NT-2-R-Zellen 3&hnliche Veranderungen der
Zellzyklusverteilung. Allerdings waren sowohl der G,/M-Arrest als auch die Zunahme
an Zellen der sub-G;-Fraktion in den NT-2-Zellen starker ausgepragt als in den NT-2-R-
Zellen (p < 0.05).

Eine 48 h-Inkubation flihrte zu einem vergleichbaren G,/M-Arrest in NT-2-
(73.3 % £ 3.7 %) und NT-2-R- (71.5 % + 4.9 %) Zellen. Auf diesen folgte 24 h nach dem
Mediumwechsel einer Zunahme an Zellen in der sub-Gi-Fraktion auf 40.7 % + 6.8 % in
NT-2 und auf 28.2 % £ 9.9 % in NT-2-R Zellen.

Die TCam-2-Zellen zeigten eine andere Zellzyklusverteilung. Unbehandelte Kontrollen
waren zu 50.9% +4.7% in der Gi-Phase, zu 20.6%+1.0% in der S- und zu
255%+1.6% in der G;/M-Phase. 3.0% +2.2% der Zellen befanden sich in der
sub-Gi-Fraktion. Uber die Zeit von 48 h kam es zu einem Anstieg an Zellen in der G,/M-
Phase auf 28.6 % + 2.3 % und der sub-G;-Fraktion auf 4.3 % + 2.0 %. Gleichzeitig zeigte
sich ein Abnahme an Zellen in der S-Phase auf 14.5 % + 0.5 % (Abbildung 3.10).

Im Gegensatz zu den NT-2- und NT-2-R-Zellen fiihrte eine 3 h-Inkubation mit 2.5 uM
CDDP erst 48 h nach dem Mediumwechsel zu minimalen Verdnderungen in der
Zellzyklusverteilung (Abbildung 3.10). Der Anteil an Zellen in der S-Phase verminderte
sich auf 13.5 % £ 3.3 % und es kam zu einer entsprechenden Zunahme an Zellen in der
G,/M-Phase auf 28.3 % + 0.7 % (p < 0.05).
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Abbildung 3.10: Verdanderung der Zellzyklusverteilung nach Behandlung mit CDDP fiir 3 h, 24 h und 48 h
mit anschlieRender cisplatinfreier Inkubation bis zu 48 h. Der Anteil an Zellen je Zellzyklusphase
[sub-G; (W), G, (™), S (O) und G,/M (P])] wurde in Prozent gegen die Dauer der CDDP-Inkubation
aufgetragen, ZnM = Zeit nach Mediumwechsel. K zeigt die Verteilung unbehandelter Kontrollzellen. Alle
Werte wurden aus drei unabhdngigen Versuchen gemittelt. Die absoluten Standardabweichungen
waren £ 9.9 % fur sub-G,;, < 7.6 % fiir G;, 7.2 % fur Sund < 11.8 % fiir G,/M.
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Nach einer Inkubation lGber 24 h verminderte sich der Anteil an Zellen in der G;-Phase
auf 44.2%+0.9% (p<0.01) und erhdhte sich in der S-Phase auf 26.6 % +0.9 %
(p <0.001). 24 h nach einem Mediumwechsel nahm der Anteil an Zellen in der G;-
Phase noch weiter ab (26.9 % + 1.0 %, p < 0.001), wohingegen sich der Anteil an Zellen
in der S-Phase wieder normalisiert hatte. Der Anteil an Zellen in der G,/M-Phase stieg
dafir deutlich auf 53.0 % £ 1.8 % (p < 0.001) an. Die Zellen in der sub-G;-Phase zeigten
keine Veranderungen (Abbildung 3.10).

Im Gegensatz dazu fiihrte eine CDDP-Inkubation tber 48 h zu einer leichten Zunahme
an Zellen der sub-Gi-Fraktion mit einem Maximum 24 h nach dem Mediumwechsel
(99%+1.5%, p<0.05). Es kam ebenfalls zu einem Anstieg an Zellen in der
G,/M-Fraktion auf 48.8 % + 5.9 % (p < 0.01). Diese Verschiebung blieb auch nach dem
Mediumwechsel bestehen. Gleichzeitig reduzierte sich der Anteil an Zellen in der
G;-Phase (23.5% £ 4.0 %, p < 0.01). 24 h nach dem Mediumwechsel stieg dieser Anteil
wieder leicht an (34.2 % = 5.5 %) (Abbildung 3.10).
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Um einen moglichen konzentrationsabhangigen Einfluss von CDDP auf die
Zellzyklusverteilung der TCam-2-Zellen zu untersuchen, wurde fiir 3 h, 24 h bzw. 48 h
mit jeweils 2.5 uM, 30 uM und 100 uM behandelt. So sollte analysiert werden, ob die
TCam-2-Zellen nach einer CDDP-Behandlung Uberhaupt einen Zellzyklusarrest zeigen
und / oder einen Zelltod eingehen.

Nach einer 3 h-Inkubation mit den gewadhlten Konzentrationen kam es zu keiner
Veranderung der Zellzyklusverteilung (Abbildung 3.11).

Eine Inkubation mit 2.5 uM CDDP fir 24 h reduzierte den Anteil an Zellen in der
G;-Phase auf 46.6 % + 1.2 % (p < 0.001) und flihrte zu einer Zunahme an Zellen in der
S-Phase auf 226 %+1.6% (p<0.001). Eine Inkubation mit 30 uM CDDP fiihrte
hingegen zu einer Zunahme an Zellen der sub-G;-Fraktion (16.4 % + 1.5 %, p < 0.01) bei
gleichzeitiger Abnahme an Zellen in der G,/M-Phase (15.5%+1.6%, p <0.001).
Genauso veranderte sich die Zellzyklusverteilung nach Behandlung mit 100 uM CDDP.

Konzentrationsabhéangigkeit der Zellzyklusverteilung in
denTCam-2-Zellen
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Abbildung 3.11: Konzentrationsabhangigkeit der Verdanderung der Zellzyklusverteilung in den TCam-2-
Zellen nach Behandlung mit CDDP. Der Anteil an Zellen je Zellzyklusphase [sub-G, (®), G, (™), S (O) und
G,/M (P1)] wurde in Prozent gegen die Dauer der CDDP-Inkubation aufgetragen. ‘0‘ zeigt die Verteilung
unbehandelter Kontrollzellen. Alle Werte wurden aus drei unabhdngigen Versuchen gemittelt. Die
absoluten Standardabweichungen waren < 10.6 % fir sub-Gy, <6.4 % fir G, <4.0% fir Sund £11.7 %
fur Gy/M.
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Zu einer noch deutlicheren Zunahme an Zellen der sub-G;-Fraktion kam es nach einer
48 h-Inkubation. Ein Maximum zeigte sich hier fir 30 uM CDDP mit 40.9 % * 10.6 %
(p < 0.01). Dieser Anstieg war verbunden mit einer starken Abnahme an Zellen in der
G,/M-Phase (9.2 % +2.8 %, p <0.001) und einer leichten Abnahme an Zellen in der
G;-Phase (40.3 % £3.8%, p <0.01). Eine Inkubation mit 100 uM CDDP zeigte eine
ahnliche, wenn auch nicht so ausgepragte Veranderung in der Zellzyklusverteilung.
Diese geringere Zunahme an Zellen in der sub-G;-Fraktion nach einer Inkubation mit
100 uM CDDP fir 24 h bzw. 48 h, im Vergleich mit 30 uM, ist wahrscheinlich darauf
zuriickzufiihren, dass der Anteil an abgebauten, nicht mehr durchflusszytometrisch
erfassbaren Zellen groRer war. Im Gegensatz dazu fiihrte die Inkubation mit 2.5 uM
CDDP zu einer Zunahme an Zellen in der S-Phase (23.4%+2.1%, p<0.01) in
Zusammenhang mit einer Abnahme an Zellen in der G;-Phase (25.0% +5.2 %,
p <0.01).
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3.2.4 Charakterisierung des Zelltods

Um die Art des Zelltods zu bestimmen, wurde auerdem untersucht, ob es zu einer
Prasentation von Phosphatidylserin auf der Zelloberflaiche kommt [123]. Dies ist ein
frlher Prozess wahrend der Apoptose und kann durch eine Annexin-V-Bindung
detektiert werden [129]. Untersucht wurden die NT-2- und NT-2-R-Zellen zu den
Zeitpunkten, an denen eine deutliche sub-G;-Fraktion zu beobachten war.

Selbst bei Bedingungen, die zu einer sub-G;-Fraktion von 30 % oder 40 % fiihrten,
konnte kein Anstieg einer Annexin-V-Bindung nachgewiesen werden (Abbildung 3.12).

Die massive PI-Aufnahme der NT-2-Zellen, aber nicht die der NT-2-R-Zellen, zeigt, dass
erstere einen Zelltod eingehen, der durch eine DNA-Fragmentierung und einen Verlust
der Membranintegritdt charakterisiert ist. Es fehlt aber eine Prasentation von
Phosphatidylserin, einem Kennzeichen der Apoptose.

NT-2 ++ NT-2-R
20 - o 20 -
i
15 1 @Nekrose 15 1 mNekrose
OApoptose | OApoptose

(6)
1
631
1

Anteil Zellen [%]
o

Anteil Zellen [%0]
H
o

0
) 0w 0w AY o 0 0w A\
QO |68 ghT 0k QO a0 AT ok
O 25 ,ZA‘(\ 'lb“(\ \ A%‘(\ \ O 25 'lb‘\(\ 7}“(\ \ A%\(\ \
Inkubation / ZnM Inkubation / ZnM

Abbildung 3.12: Anteil apoptotischer (o) und nekrotischer (M) Zellen nach Behandlung mit CDDP,
gemessen anhand der Annexin-V- / Propidiumiodid-Farbung. ZnM = Zeit nach Mediumwechsel. ‘control’
zeigt die Verteilung unbehandelter Kontrollzellen. Gezeigt sind die Mittelwerte aus zwei Versuchen mit
Variationsbreite (** = p < 0.01 gegen K und ++ = p < 0.01 gegen NT-2-R)

Es lasst sich schlussfolgern, dass erst 48 h nach Beginn einer CDDP-Behandlung eine fiir

den Zelltod charakteristische DNA-Fragmentierung auftritt. Diese ist unabhangig von
der tatsachlichen CDDP-Inkubationsdauer.
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3.2.4.1 Zahl abgeloster Zellen

Um zu bestimmen, ob nach einer CDDP-Inkubation Zellen durch Ablésen von der
Zellkulturschale verloren gehen, erfolgten Zellzdhlungsversuche. Diese lassen
erkennen, dass sich nach 3 h, 24 h und auch 48 h Inkubation mit 2.5 uM CDDP in allen
drei Zelllinien weniger als 2% der Zellen von den Zellkulturschalen gel6ést haben
(Tabelle 3.5). Somit kann ausgeschlossen werden, dass durch einen massiven
Zellverlust die Ergebnisse der Assays verfalscht werden.

Tabelle 3.5:  Anteil von der Zellkulturschale abgeldster Zellen [%] ausgehend von der Gesamtzellzahl

3h 24h 48 h
NT-2 0.85+1.21 0.66 £ 0.08 0.89+0.31
NT-2-R 2.02+1.44 0.56 £0.27 0.27+0.13
TCam-2 1.48+0.72 0.76 £0.05 0.52+0.12
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3.3 DNA-Schadigung durch Cisplatin

3.3.1 DNA-Platinierung nach CDDP-Behandlung

Durch die Entwicklung eines Immunoassays, der einen monoklonalen Antikorper gegen
CDDP-Addukte mit einer quantitativen Bildauswertung verbindet [130], konnten
strukturdefinierte 1,2-Pt-GpG-DNA Platinierungsprodukte je Zellkern individuell
gemessen werden. Mit dieser Methode konnte in neuronalen Zellen und Lymphozyten
eine dosisabhdngige CDDP-induzierte Adduktbildung bzw. Platinierung nachgewiesen
werden [46, 131].

Es wurde die zeitliche Veranderung der Adduktbildung nach einer 24 h Inkubation mit
2.5 uM CDDP und anschlieRender zytostatikafreien Inkubation von weiteren 24 h
untersucht (Abbildung 3.13).

Verlauf der DNA-Platinierung nach 2.5 uM CDDP fiir 24 h
1000 7 « v . o
goo { * T T -
600
400

200

O' T T T ——

miie O 3 ° 2
OTCam-2 Zeit nach Mediumwechsel [h]

1
*
*

Fluoreszenzintensitat

Abbildung 3.13: Bestimmung von 1,2-Pt-GpG-DNA-Addukten mittels Immunhistochemie in NT-2- (m),
NT-2-R- (™) und TCam-2- (o) Zellen nach Behandlung mit 2.5 uM CDDP fiir 24 h mit anschlieRender
cisplatinfreier Inkubation fir bis zu 24 h. Die Werte entsprechen der Addukt-Fluoreszenzintensitat und
zeigen die Mittelwerte aus drei unabhdngigen Versuchen mit Standardabweichung (* = p <0.05 und
** = p<0.01 gegen die Kontrolle und #=p <0.05 gegen TCam-2). Je Probe wurden 70 Zellkerne
untersucht und die Fluoreszenzintensitat mittels digitaler Bildanalyse bestimmt. Die Mittelwerte wurden
errechnet und der Wert der Kontrollen subtrahiert. Das Signal der Kontrollen entspricht somit ,,0“.

Sowohl NT-2- als auch NT-2-R- und TCam-2-Zellen zeigten direkt nach der Inkubation
eine deutliche DNA-Platinierung. Bei den NT-2- bzw. NT-2-R-Zellen blieb diese auch die
ersten 6 h nach einem Mediumwechsel erhalten. Nach 24 h cisplatinfreier Inkubation
war eine leichte Abnahme an DNA-Addukten messbar. Die TCam-2-Zellen zeigten
hingegen nur in den ersten 3 h nach dem Mediumwechsel eine leichte Abnahme an
DNA-Addukten.
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Sie wiesen zu allen Zeitpunkten eine starkere Platinierung als die NT-2- bzw. NT-2-R-
Zellen auf. Diese Addukt-Kinetiken zeigen, dass in den Zelllinien nur wenige der
1,2-GpG-Addukte entfernt werden konnten. Die TCam-2-Zellen entfernten die
wenigsten Addukte.

Die Adduktbildung war in allen behandelten Proben signifikant erhéht (mind. p < 0.05).
Allerdings zeigte sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen den
NT-2- und NT-2-R-Zellen sowie den NT-2-R- und den TCam-2-Zellen.

Es wurden zudem Vorversuche an den NT-2- und NT-2-R-Zellen mit 2.5 uM CDDP {iber
3 h- und 48 h-Inkubationen und anschlieBender Inkubation in cisplatinfreiem Medium
fir bis zu 24 h durchgefihrt.

In der Zeit nach einer 3 h-Inkubation kam es in beiden Zelllinien zu einer Abnahme an
DNA-Addukten. In den NT-2-R-Zellen sank dieser Anteil Uber die Zeit wieder auf
Kontrollniveau. Die NT-2-Zellen wiesen tendenziell eine héhere DNA-Platinierung als
die NT-2-R-Zellen auf (Abbildung 3.14, A).

Die NT-2-R-Zellen zeigten direkt nach einer 48 h-Inkubation einen dhnlichen Verlauf
der DNA-Platinierung wie nach einer 24 h-Inkubation. In den ersten 6 h nach dem
Mediumwechsel blieb diese konstant. Nach 24 h cisplatinfreier Inkubation nahm sie
um den Faktor 3.2 ab, verglichen mit dem Wert direkt nach der 48 h-Inkubation. In den
NT-2-Zellen blieb das Ausmall der DNA-Platinierung in der Zeit nach einer
Langzeitbehandlung von 48 h konstant (Abbildung 3.14, B).

A: Verlauf der DNA-Platinierung B: Verlauf der DNA-Platinierung
nach 2.5 yM CDDRP fir 3 h nach 2.5 yM CDDRP fir 48 h
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Abbildung 3.14: Bestimmung von Pt-GpG-DNA Addukten mittels Immunhistochemie in NT-2- (m) und
NT-2-R- (¥) Zellen nach Behandlung mit 2.5 uM CDDP fiir 3 h (A) und 48 h (B) mit anschlieRender
cisplatinfreier Inkubation fir bis zu 24 h. Die Werte entsprechen der Pt-Addukt-Fluoreszenzintensitat
und zeigen die Werte aus zwei unabhédngigen Versuchen mit Variationsbreite (Ausnahme: NT-2 fir die
3 h-Inkubation und die Zeiten nach Mediumwechsel nur n = 1).
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3.3.2 Bildung von sekunddren DNA-Schaden nach CDDP-Behandlung

Um das Ausmall sekunddrer DNA-Schadigungen nach CDDP-Behandlung zu
untersuchen, wie z.B. durch fehlerhafte DNA-Reparatur oder geblockte Replikations-
gabeln verursacht, erfolgte die Bestimmung von phosphorylierten Histon H2AX-Foci
(yH2AX-Foci), siehe Abbildung 3.15. Diese stellen einen Marker fiir DNA-
Doppelstrangbriiche (DSB) dar. Aulerdem zeigen sie ldangere Abschnitte
einzelstrangiger DNA an, die durch Replikationsstress erzeugt werden kénnen [69, 107,
108, 132-134].

Unbehandelte NT-2-Zellen zeigten weniger als 2.1 % + 3.0 % und unbehandelte NT-2-R-
Zellen weniger als 1.5 % * 1.5 % yH2AX-positive Zellen. Hingegen zeigten unbehandelte
TCam-2-Zellen weniger als 7.9 % + 8.5 % yH2AX-positive Zellen, was, im Vergleich mit
den Embryonalkarzinomzelllinien, einer hheren Grundschadigung entspricht.

Abbildung 3.15: In der mikroskopischen Analyse wurden die Zellen mittels DAPI Fluoreszenz lokalisiert
und der Gehalt an yH2AX-positiven Zellen bestimmt. Die Abbildungen zeigen reprasentative Aufnahmen
der NT-2-R Zellen. (A) unbehandelte Kontrollzellen und (B) nach Inkubation mit 1 uM CDDP fiir 24 h.
NT-2 Zellen zeigten dieselbe Morphologie. Da die Zellen entweder keine oder eine groRe Anzahl an
YH2AX-Foci aufwiesen, wurden erstere als ,negativ’ und letztere als ,positiv’ gezahlt (in (B) mit Pfeilen
markiert).
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Direkt nach einer 3 h Inkubation mit 2.5 uM CDDP zeigten alle Zelllinien einen leichten,
fir die NT-2- und NT-2-R-Zellen signifikanten Anstieg an yH2AX-positiven Zellen
(14.3 % £ 10.0 % fir NT-2, 9.4 % £ 5.1 % fiir NT-2-R Zellen, p <0.05 und 12.2 % + 18.1 %
flir TCam-2). Dieser Anteil stieg in den nachsten 24 h nach einem Mediumwechsel auf
224%+16.5% in NT-2- und 14.2 % +18.5% in NT-2-R-Zellen weiter an (siehe
Abbildung 3.16). In den TCam-2 Zellen stieg dieser Anteil auf 33.3 % + 23.0 % an. Sie
zeigten zu allen Zeitpunkten mehr yH2AX-positive Zellen als die NT-2- und NT-2-R-
Zellen. Auch 48 h nach einem Mediumwechsel zeigten noch 21.4 % + 5.1 % der Zellen
YH2AX-Foci.

3 h Inkubation mit 2.5 uM CDDP
g 100 1 ENT-2
% 80 1 ont2r
E 60 4 ©oTCam-2
2 40 o T
2 * .
g 20 = * % *k I—LI
£ O " L] L]
K 0 3 6 24 48
Zeit nach Mediumwechsel [h]

Abbildung 3.16: Bestimmung von yH2AX-positiven Zellen mittels immunhistochemischer Farbung.
NT-2 (M), NT-2-R (®) und TCam-2 (o) Zellen nach Behandlung mit 2.5 uM CDDP fiir 3 h mit
anschlieBender cisplatinfreier Inkubation fiir bis zu 48 h. Gezeigt sind die Mittelwerte aus mind. drei
unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung (* = p < 0.05 und ** = p < 0.01 gegen die Kontrolle).

55



Ergebnisse

Dieser Anteil an yH2AX-positiven Zellen wurde ebenfalls nach einer 24 h-Inkubation
mit 2.5 uM CDDP erhalten (24.8 % + 14.6 % fir NT-2 und 19.9 % + 11.7 % fiir NT-2-R,
p <0.01und 29.7 % + 14.4 % fir TCam-2, p < 0.05).
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Abbildung 3.17: Bestimmung von yH2AX-positiven Zellen mittels immunhistochemischer Farbung.
NT-2 (M), NT-2-R (®) und TCam-2 (o) Zellen nach Behandlung mit 2.5 uM CDDP fiir 24 h mit
anschlieBender cisplatinfreier Inkubation fir bis zu 24 h. Gezeigt sind die Mittelwerte aus mind. drei
unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung (* = p<0.05, **= p<0.01 und ***=p<0.001
gegen die Kontrolle sowie # = p < 0.05 gegen TCam-2 Zellen).

Tendenziell zeigten NT-2- und NT-2-R Zellen 6 h nach dem Mediumwechsel ein
Maximum an geschadigten Zellen (54.5 % +21.8 % bzw. 28.1 % + 29.4 %) und nach
24 h CDDP-freier Inkubation eine Abnahme auf 16.8% +£3.0% in NT-2- und
7.5%+6.8% in NT-2-R-Zellen (siehe Abbildung 3.17). Fiir die NT-2-Zellen war diese
Abnahme signifikant (p < 0.05). Der Anteil an yH2AX-positiven Zellen in den TCam-2-
Zellen blieb dagegen lber die gesamte Zeit unverandert.

Eine mogliche Erklarung fiir die Abnahme an yH2AX-positiven Zellen in den NT-2- und
NT-2-R-Zelllinien ist eine DNA-Reparatur. Allerdings stieg in der gleichen Zeit der Anteil
an Zellen in der sub-Gi-Fraktion auf anndhernd 5 % in beiden Zelllinien. Es kann also
nicht ausgeschlossen werden, dass eine DNA-Fragmentierung den Anteil an yH2AX-
positiven Zellen reduziert, da diese Zellen in diesem Assay nicht mehr erfasst werden
kénnen.
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48 h Inkubation mit 2.5 uM CDDP
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Abbildung 3.18: Bestimmung von yH2AX-positiven Zellen mittels immunhistochemischer Farbung.
NT-2 (M), NT-2-R (®) und TCam-2 (o) Zellen nach Behandlung mit 2.5 uM CDDP fiir 48 h mit
anschlieBender cisplatinfreier Inkubation fiir bis zu 24 h. Gezeigt sind die Mittelwerte aus mind. drei
unabhdngigen Versuchen mit Standardabweichung (* = p<0.05, **= p<0.01 und ***=p<0.001
gegen die Kontrolle).

Eine Inkubation von 48 h fihrte dazu, dass in NT-2- und NT-2-R-Zellen anndhernd die
gleiche Menge an yH2AX-positiven Zellen auftrat. Diese war zu allen Zeitpunkten
signifikant hoher als in den unbehandelten Kontrollen. Direkt nach der Inkubation
waren 17.5 % = 11.5 % der NT-2-Zellen und 18.7 % + 10.0 % der NT-2-R-Zellen yH2AX-
positiv. Wahrend der nachsten 3 h nach dem Mediumwechsel stieg der Anteil an
positiven Zellen signifikant an (49.8 % + 20.4 % in NT-2 und 44.3 % + 33.8 % in NT-2-R,
p <0.05) und blieb (ber den restlichen Beobachtungszeitraum konstant (siehe
Abbildung 3.18). Ahnlich verhielten sich auch die TCam-2-Zellen. Direkt nach der
Inkubation zeigten 31.1 % + 27.7 % der Zellen yH2AX-Foci. Dieser Anteil stieg in den
nachsten Stunden nach dem Mediumwechsel auf 47.6 % + 13.5 % an.

Zwischen den NT-2- und NT-2-R-Zellen gab es zu keinem Zeitpunkt signifikante
Unterschiede. Tendenziell zeigten die NT-2-R-Zellen weniger yH2AX-Bildung als die
NT-2-Zellen. Die Ergebnisse lassen nicht erkennen, dass die drei Zelllinien einen
wesentlichen Teil yH2AX dephosphorylieren.
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3.3.3 Charakterisierung der DNA-DSB in NT-2- und NT-2-R-Zellen

Ein Modell besagt, dass Platin-Addukte in der S-Phase blockierte Replikationsgabeln
verursachen und somit zu einer stabilen H2AX-Phosphorylierung fiihren [68], dhnlich
wie UV-induzierte Pyrimidindimere oder Psoralen-induzierte Interstrang-Crosslinks.
Diese zeigen ebenfalls eine yH2AX-Phosphorylierung, allerdings keine Co-Lokalisation
mit 53BP1 [135, 136].

Um zu unterscheiden, ob die untersuchten DSB nun durch Apoptose, durch blockierte
Replikationsgabeln in Folge eine Schadensbearbeitung der CDDP-induzierten Addukte
oder direkt durch die CDDP-Behandlung entstanden sind, erfolgt eine kombinierte
Untersuchung von yH2AX- und 53BP1-Foci. Treten yH2AX-Foci co-lokalisiert mit 53BP1-
Foci auf, so liegen offene DSB aufgrund einer exogen-induzierten DNA-Schadigung vor
[111]. Sie lassen sich von reinen yH2AX-Foci unterscheiden, welche eine Apoptose
oder DNA-Schadigungen auf Grund der blockierten Replikationsgabeln signalisieren.

Die Untersuchung erfolgte beispielhaft an NT-2- und NT-2-R-Zellen zu ausgewahlten
Zeitpunkten nach einer CDDP-Inkubation mit 2.5 uM (Abbildung 3.19).

Nur eine Minderheit der yH2AX-Foci (5-10 % in beiden Zelllinien) zeigte eine Co-
Lokalisation mit 53BP1. Die Co-Lokalisation in einzelnen Foci konnte am ehesten in den
unbehandelten Kontrollen beobachtet werden.
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Abbildung 3.19: Simultane immunhistochemische Farbung von yH2AX und 53BP1 in NT-2- und NT-2-R-
Zellen. Die Zellen wurden fir die angegebenen Zeitrdume mit 2.5 uM CDDP behandelt und anschlieBend
fir bis zu 24 h in cisplatinfreiem Medium weiter inkubiert. Beide Zelllinien, behandelt oder
unbehandelt, zeigten ein dhnliches Verhalten bzgl. der yH2AX und 53BP1 Co-Lokalisation. Durch das
Ubereinanderlegen der DAPI-Fluoreszenz (blau) mit den yH2AX- (rot) und 53BP1- (griin) Foci-
Fluoreszenzen ergibt sich eine gelbe Fluoreszenz fiir co-lokalisierten Foci. Sie sind mit Pfeilen markiert.
GrofRflachige rote oder griine Fluoreszenzen entsprechen unspezifischen Hintergrundfarbungen.
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3.4 Vergleichende Untersuchung ausgewadhlter Proteine

Der Einfluss von CDDP auf den intrazellularen Gehalt ausgewahlter Proteine wurde
anhand von Western Blots bestimmt. Untersucht wurden DNA-Reparaturproteine wie
ERCC1, BRCA1, BRCA2 sowie die DNA-Polymerasen n (pol n) und B (pol B), die an der
DNA-Translesion-Synthesis  beteiligt sind. Die Untersuchungen erfolgten zu
ausgewahlten Zeitpunkten (siehe Tabelle 3.6).

Tabelle 3.6: Verwendete CDDP-Inkubationsbedingungen zur Proteinanalyse

Zeiten Bedingungen
) 3h/3h+24h Kontrolle,
Proteinanalyse
24h/24h+24h 2.5uM

Die Proteine wurden wie in der Standardmethode beschrieben (siehe Abschnitt 7.7.1)
isoliert. Die DNA mitsamt den daran gebundenen Proteinen wurde dabei verworfen.
Das Isolat wurde gelelektrophoretisch aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran
geblottet. Dort folgten anschlieBend der immunologische Nachweis und die
Quantifizierung der Proteine (Abschnitt 7.7.2).

Als Ladungskontrolle diente die Bestimmung der Bandenstirke des Coomassie-
gefarbten Proteingels.

3.4.1 Absoluter Proteingehalt in unbehandelten Kontrollzellen

Zundachst erfolgte die Bestimmung der ausgewadhlten Proteine in den unbehandelten
Kontrollzellen. Dargestellt ist die absolute Proteinmenge der einzelnen Proteine
bezogen auf die eingesetzte Menge an Gesamtprotein. Die Unterschiede im Verhalten
nach der CDDP-Inkubation kdnnten auf einem unterschiedlichen Gehalt der beteiligten
Proteine beruhen. Um auBerdem mogliche Klassenmerkmale der Tumorarten
aufzudecken, erfolgte eine vergleichende Untersuchung an der Kolonkarzinomzelllinie
HT-29 (siehe Abschnitt 1.2.2). In den Kontrollen erfolgte aulerdem die Bestimmung
von B-Tubulin. Es diente hier als zusatzliche interne Ladungskontrolle.

Die TCam-2-Zellen wiesen tendenziell mehr ERCC1 als NT-2-, NT-2-R- und HT-29-Zellen
auf (Abbildung 3.20). Sie zeigten dafiir im Vergleich mit den anderen drei Zelllinien
einen signifikant niedrigeren Gehalt an pol B (mind. p < 0.05). In den HT-29-Zellen war
dieser zudem niedriger als in den NT-2- (p < 0.05) und NT-2-R-Zellen. Der Gehalt an
B-Tubulin war in allen Zelllinien ahnlich, lediglich die HT-29-Zellen zeigten einen
tendenziell hoheren Gehalt (Abbildung 3.20).
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absoluter Proteingehalt in unbehandelten Kontrollzellen
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Abbildung 3.20: Vergleich unbehandelter NT-2-, NT-2-R-, TCam-2- und HT-29-Zellen. Untersuchung von
Tubulin (m), ERCC1 (o) und polB (™). Die Proteintrennung erfolgte auf 10 %-igen
SDS-Polyacrylamid-Gelen. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit
Standardabweichung (# = p < 0.05, ## = p < 0.01 gegen TCam-2 sowie § = p < 0.05 gegen HT-29).

Darliber hinaus wiesen einzig die TCam-2-Zellen eine detektierbare Menge BRCA1 auf.
Weder in den Keimzelltumorzelllinien NT-2 und NT-2-R noch in der
Kolonkarzinomzelllinie HT-29 wurde BRCA1 gefunden (Abbildung 3.21). Ferner wiesen
die TCam-2-Zellen den niedrigsten Gehalt an pol n (p <0.05) auf. Die HT-29-Zellen
zeigten hier den hochsten Gehalt. Die NT-2- und NT-2-R-Zellen exprimierten im
Vergleich zu den TCam-2- und HT-29-Zellen mehr BRCA2 (p < 0.05 gegen TCam-2,
Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.21: Vergleich unbehandelter NT-2-, NT-2-R-, TCam-2- und HT-29-Zellen. Untersuchung von
Tubulin (m), poln (), BRCA2 (M) und BRCA1l (o). Die Proteintrennung erfolgte auf 8 %-igen
SDS-Polyacrylamid-Gelen. Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen mit
Standardabweichung (# = p < 0.05, ## = p < 0.01 gegen TCam-2 sowie + = p < 0.05 gegen NT-2-R).
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3.4.2 Analyse der Wirkung von CDDP auf die Proteinexpression

AnschlieBend erfolgte die Analyse der mit CDDP behandelten Zellen. In den
vorangegangen Untersuchungen wurde deutlich, dass friihestens 24 h nach einem
Mediumwechsel Veranderungen messbar waren. Desweiteren dauert es eine gewisse
Zeit, bis Veranderungen (Hoch- und / oder Herunterregulation) auf Proteinebene
sichtbar werden. Es erfolgten daher nur die Bestimmungen nach 3 h bzw. 24h
Inkubation mit 2.5 uM CDDP und anschlieBender cisplatinfreier Inkubation fiir weitere
24 h.

Die Quantifizierung der Proteine (Abschnitt 7.7.2.4) erfolgte densitometrisch im
Vergleich mit den unbehandelten Kontrollen; diese zeigen daher den Wert ,, 1.

In den NT-2-Zellen hatte eine Inkubation mit 2.5 uM CDDP lber 3 h keinen Einfluss auf
den Gehalt an ERCC1 (Abbildung 3.22 und Abbildung 3.23). Auch 24 h nach einem
Mediumwechsel kam es nur zu einem minimalen Anstieg an Protein. Der Gehalt an
pol B war hingegen direkt nach der Inkubation signifikant erniedrigt (p < 0.05), stieg
aber Uber die Zeit wieder auf Kontrollniveau an. Auch der Gehalt an BRCA2 war direkt
nach der Inkubation vermindert. Dieser veranderte sich lber die Zeit allerdings nicht
mehr. Der Gehalt an pol n war zu keinem Zeitpunkt verandert (Abbildung 3.22 und
Abbildung 3.23).

In den NT-2-R-Zellen kam es direkt nach der Inkubation zu einem Anstieg an ERCC1
(Abbildung 3.22 und Abbildung 3.23). Der Gehalt stieg in den 24 h nach einem
Mediumwechsel weiter an (p <0.01). Tendenziell stieg auch der Gehalt an pol B.
Analog den NT-2-Zellen war der BRCA2-Gehalt direkt nach der Inkubation erniedrigt
(p < 0.05) und verdnderte sich lber die Zeit nicht mehr. Die Menge an pol n war nach
einer 3 hInkubation zundchst vermindert (p <0.05) und stieg dann nach dem
Mediumwechsel wieder auf Kontrollniveau an (Abbildung 3.22 und Abbildung 3.23).

In den TCam-2-Zellen zeigten sich die deutlichsten Veranderungen: Jedes untersuchte
Protein zeigte eine verminderte Expression (Abbildung 3.22 und Abbildung 3.23). So
sank der Gehalt an ERCC1 nach 3 h auf 75 % des Kontrollgehalts (p < 0.01) und nahm
nach dem Mediumwechsel noch weiter ab (auf 55 % des Kontrollgehalts, p < 0.001).
Ebenso verhielt es sich mit den Proteinen pol B (p < 0.05 bzw. p < 0.01) und BRCA2 (auf
56 % bzw. 33 % des Kontrollgehalts, p < 0.05). Tendenziell reduzierte sich auch der
Gehalt an BRCA1. Der pol n-Gehalt sank direkt nach der Inkubation und blieb dann
Uber die Zeit unverandert (Abbildung 3.22 und Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.22: Wirkung von 2.5 uM CDDP (ber 3 h auf die Proteinexpression in A: NT-2-, B: NT-2-R-
und C: TCam-2-Zellen. Kontrolle (M), 3 h (') und 3 h+24 h (0). Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung (* = p<0.05, **= p<0.01 und *** =p<0.001
gegen die Kontrolle). Die Quantifizierung erfolgte densitometrisch im Vergleich mit den unbehandelten
Kontrollen; diese zeigen daher den Wert ,,1“.
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Abbildung 3.23: Western Blot Analyse der CDDP-Wirkung in den NT-2-, NT-2-R- und TCam-2-Zellen
nach 3 h-Inkubation. Die ProteingrofRen betragen 38 kDa flir ERCC1 und pol B (A) sowie 79 kDa fir pol n,
220 kDa fuir BRCA1 und 390 kDa fiir BRCA2 (B).
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Nach einer 24 h-Inkubation mit 2.5 uM CDDP zeigte sich ein anderes Bild.

In den NT-2-Zellen kam es zu einer Abnahme an ERCC1 (p < 0.001). In der Zeit nach
dem Mediumwechsel veranderte sich dieser Gehalt dann nicht mehr (Abbildung 3.24
und Abbildung 3.25). Tendenziell stieg der Gehalt an BRCA2 direkt nach der Inkubation
und sank dann wahrend der cisplatinfreien Inkubationszeit wieder auf Kontrollniveau.
Der Gehalt an pol B war direkt nach der Inkubation vermindert (p < 0.01). 24 h nach
dem Mediumwechsel zeigten die NT-2-Zellen die 1.26-fache Konzentration der
Kontrolle. Bei pol n kam es zu einer minimalen Abnahme; der Gehalt blieb dann lber
die Zeit nach dem Mediumwechsel unverandert (Abbildung 3.24 und Abbildung 3.25).

Tendenziell nahm auch in den NT-2-R-Zellen der Gehalt an ERCC1 zu (Abbildung 3.24
und Abbildung 3.25). Ebenso verhielt es sich mit pol B. Hier war direkt nach der
Inkubation der Gehalt auf das 2.12-fache und 24 h nach dem Mediumwechsel auf das
2.87-fache der Kontrolle angestiegen. Der Gehalt an pol n blieb zundchst unverandert
und stieg nach 24 h cisplatinfreier Inkubation minimal an (p < 0.01 gegen die Kontrolle
und p <0.05 gegen 24 h). Es kam zu keiner signifikanten Veranderung des Proteins
BRCA2 (Abbildung 3.24 und Abbildung 3.25).

Im Gegensatz zu einer 3 h-Inkubation fiihrte eine 24 h-Inkubation mit 2.5 uM CDDP in
den TCam-2-Zellen kaum zu Veranderungen im Gehalt der untersuchten Proteine
(Abbildung 3.24 und Abbildung 3.25). Pol B, pol n und BRCA2 blieben unverandert. Es
zeigten sich weder direkt nach der Inkubation noch 24 h nach einem Mediumwechsel
von der Kontrolle abweichende Werte. Dafiir sank der ERCC1-Gehalt tendenziell in der
Zeit nach dem Mediumwechsel. Die Konzentration an BRCA1 hingegen nahm direkt
nach der Inkubation tendenziell zu und blieb auf einem héheren Level als die Kontrolle
(Abbildung 3.24 und Abbildung 3.25).
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Abbildung 3.24: Wirkung von 2.5 uM CDDP (iber 24 h auf die Proteinexpression in A: NT-2-, B: NT-2-R-
und C: TCam-2-Zellen. Kontrolle (M), 3 h (') und 3 h+24 h (0). Gezeigt sind die Mittelwerte aus drei
unabhangigen Versuchen mit Standardabweichung (** =p<0.01 und ***=p<0.001 gegen die
Kontrolle sowie $ = p < 0.05 gegen 24 h). Die Quantifizierung erfolgte densitometrisch im Vergleich mit
den unbehandelten Kontrollen; diese zeigen daher den Wert ‘1‘. Zu beachten sind die unterschiedlichen
Skalierungen.
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Abbildung 3.25: Western Blot Analyse der CDDP-Wirkung in den NT-2-, NT-2-R- und TCam-2-Zellen
nach 24 h-Inkubation. Die ProteingréRen betragen 38 kDa fur ERCC1 und pol B (A) sowie 79 kDa fiir
pol n, 220 kDa fiir BRCA1 und 390 kDa fiir BRCA2 (B).
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3.5 Ergebnisiiberblick nach CDDP-Behandlung

Nach der Untersuchung der NT-2-, NT-2-R- und TCam-2-Zellen nach einer
CDDP-Behandlung kdnnen folgende Ergebnisse festgehalten werden:

e Nach einer 3 h-Inkubation mit CDDP dauerte es weitere 24 h, bis eine Abnahme
der Zellviabilitat gemessen werden konnte. CDDP zeigte hier eine zusatzliche
zeitabhangige Wirkung.

e In den NT-2- und NT-2-R-Zellen fiihrte bereits eine CDDP-Konzentration von
10 uM lber 3 h zum Verlust der Proliferationsfahigkeit. In den TCam-2-Zellen
fihrten zwar alle untersuchten Bedingungen zu einem verminderten
Koloniewachstum aber nicht zum Verlust der Proliferationsfahigkeit.

e TCam-2-Zellen zeigten sowohl im CFA als auch im Lumineszenz-Zellviabilitats-
Assay eine CDDP-Resistenz. Sowohl NT-2- als auch NT-2-R-Zellen waren deutlich
empfindlicher gegeniiber einer CDDP-Behandlung, wobei die NT-2-R-Zellen
resistenter als die NT-2-Zellen waren.

e In den NT-2- und NT-2-R-Zellen kam es Uber die Zeit nach einer
CDDP-Inkubation zu einer Verschiebung der Zellen in die G,/M-Phase gefolgt
von einem Anstieg an Zellen der sub-G;-Fraktion. Dieser Anstieg war in den
NT-2 Zellen deutlich starker ausgepragt.

e Um einen ahnlichen Anstieg an Zellen der sub-Gi-Fraktion in den TCam-2 zu
erreichen, war eine Inkubation mit 30 uM CDDP iber 48 h notwendig.

e Im Gegensatz zu NT-2-R-Zellen gingen NT-2-Zellen einen Zelltod ein, der durch
eine DNA-Fragmentierung und einen Verlust der Membranintegritat
charakterisiert war. Diesem fehlte aber eine Prdsentation von
Phosphatidylserin, einem Kennzeichen der Apoptose. Erst 48 h nach Beginn
einer CDDP-Behandlung trat eine fiir den Zelltod charakteristische
DNA-Fragmentierung auf. Diese war unabhangig von der tatsachlichen
CDDP-Inkubationsdauer.

e CDDP bildete in allen Zelllinien die gleiche Menge an DNA-Addukten. Diese
DNA-Intrastrang-Crosslinks wurden nur minimal wieder von der DNA entfernt.

e Die Zelllinien unterschieden sich nicht im Anteil yH2AX-positiver Zellen.
Tendenziell zeigten die NT-2-R-Zellen weniger und die TCam-2-Zellen mehr
yH2AX-Bildung als die NT-2-Zellen.
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Die unbehandelten TCam-2-Zellen wiesen den héchsten ERCC1-Gehalt auf. Sie
hatten dafiir den niedrigsten Gehalt an pol n und pol B und zeigten als einzige
der untersuchten Zelllinien eine BRCA1 -Expression.

Eine CDDP-Behandlung iber 3 h induzierte in den NT-2-R-Zellen die ERCC1- und
pol B-Expression. In den NT-2- und NT-2-R-Zellen flihrte sie auRerdem zu einer
Abnahme an BRCA2. In den TCam-2-Zellen kam es bei allen untersuchten
Proteinen zu einer verminderten Expression.

Eine CDDP-Behandlung lber 24 h induzierte in den NT-2-R-Zellen auch die
ERCC1- und pol B-Expression. In den NT-2-Zellen kam es zu einer verminderten
ERCC1-Expression und lber die Zeit zu einer Induktion an pol B. In den TCam-2-
Zellen fiihrte die CDDP-Behandlung zu einer Induktion an BRCA1 und einer
Abnahme an ERCC1.
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3.6 Untersuchung der TCam-2-Zellen nach Bestrahlung

Seminome gelten als radiosensitiv. Die adjuvante Radiotherapie gilt als Standard bei
der Behandlung von Seminomen der Stadien | bis Ilb. So kénnen zwischen 80 % und
95 % der Patienten im Stadium Il durch eine postoperative Radio- oder auch
Chemotherapie geheilt werden [7, 8, 10, 11].

Der erste Teil der Untersuchungen zeigte, dass die TCam-2-Zellen, die bisher einzige
Zelllinie mit gesicherten Seminomeigenschaften [18, 19], nach einer CDDP-Behandlung
eine deutliche DNA-Schadigung aufwiesen. Diese stand in keinem Zusammenhang mit
der Chemosensitivitat. Im zweiten Teil soll nun untersucht werden, wie die TCam-2-
Zellen auf eine Strahlenbehandlung reagieren und ob ein Zusammenhang zwischen der
resultierenden DNA-Schadigung und der Radiosensitivitat besteht.

Es erfolgte eine kombinierte Untersuchung der TCam-2-Zellen auf Koloniewachstum,
DSB und Zellzyklusverteilung. Zunachst wurden 1-1.5x10° Zellen in 10 ml Medium in
Tys-Kulturflaschen kultiviert, anschlieBend bestrahlt und 24 h bzw. 48 h spater
geerntet. Der Ansatz wurde geteilt. Eine Halfte wurde fir den yH2AX-Assay verwendet
(siehe Abschnitt 7.6.2). Von dieser Halfte wurden aulRerdem fiir den CFA 1000 Zellen
pro well in 3ml Medium ausplattiert (6-well Platten). Die Bestimmung des
Koloniebildungsvermogens erfolgte ausschlieRlich 24 h nach der Bestrahlung. Die
andere Halfte wurde zur Bestimmung der Zellzyklusverteilung verwendet (siehe
Abschnitt 7.5.1).
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3.6.1 Koloniebildung in TCam-2-Zellen nach Bestrahlung

Um eine Aussage Uber die Sensitivitait der TCam-2-Zellen gegeniber einer
Strahlenbehandlung treffen zu kdnnen, wurden die Zellen mit einer Dosisreihe von
0-6 Gy bestrahlt und anschliefend per CFA untersucht. Das Koloniewachstum der
behandelten Zellen wurde auch hier bezogen auf die unbehandelten Kontrollen in
Prozent [%] angegeben. Die 1000 ausplattierten Kontrollzellen bildeten nach
Bestrahlung 149.1 £ 48.0 Kolonien.

Die Koloniezahl wurde graphisch gegen die Strahlendosis aufgetragen und die
Regressionsgerade bestimmt. Aus ihr wurde die ICso berechnet (Abbildung 3.26). Die
dosisabhangige Abnahme der Koloniebildung verlief anndhernd linear. Die ICsq lag
bei 3.9 Gy.
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Abbildung 3.26: Koloniebildung nach Bestrahlung von TCam-2-Zellen. Die Grafiken zeigen die Anzahl
der Kolonien [%] im Vergleich mit unbehandelten Kontrollzellen (0). Gezeigt sind die Mittelwerte aus
drei Versuchen mit Standardabweichung (* =p <0.05, ** =p<0.01 und ***=p<0.001 gegen die
Kontrolle). Zu beachten ist die halblogarithmische Darstellung.
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3.6.2 Analyse der Zellverteilung auf die verschiedenen Zellzyklusphasen

Um den Einfluss einer Strahlenbehandlung auf die Zellzyklusverteilung zu untersuchen,
wurde der DNA-Gehalt behandelter Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert
(siehe Abschnitte 7.5.1 und 3.2.2). Es wurden im Mittel 30.000 mit Pl markierte Zellen
vermessen. Anhand des PI-Signals erfolgte dann die Einteilung der Zellen in die
jeweilige Zellzyklusphase.

Unbehandelte Kontrollen waren zu 57.6 % * 3.6 % in der G;-Phase, zu 12.4 % + 0.6 % in
der S-und zu 27.2 % + 3.0 % in der Gy/M-Phase. 2.8 % + 1.2 % der Zellen befanden sich
in der sub-Gi-Fraktion. Sie zeigten somit die gleiche Zellzyklusverteilung wie die
Kontrollzellen in den Versuchen nach CDDP-Behandlung (siehe Abschnitt 3.2.2).

Nach einer Bestrahlung kam es nur zu minimalen Verdanderungen in der
Zellzyklusverteilung der TCam-2-Zellen. Die Messungen erfolgten 24 h und 48 h nach
der Bestrahlung. Die Zellzyklusverteilung zu den beiden Zeitpunkten unterschied sich
nicht signifikant (Abbildung 3.27).

Nach der Bestrahlung mit 6 Gy kam es zu einem minimalen Anstieg an Zellen der
sub-G;-Phase auf 4.2 % + 1.2 % (24 h nach Bestrahlung) bzw. auf 5.2 % +0.9 % (48 h
nach Bestrahlung, p <0.05). Eine Dosis von 6 Gy fiihrte 24 h nach der Bestrahlung
auBerdem zu einer leichten Abnahme an Zellen in der S-Phase (8.5 % + 1.9 %, p < 0.05).
48 h nach der Bestrahlung mit 6 Gy nahm der Anteil der Zellen in der G;-Phase
geringfugig ab und daflr der Anteil Zellen in der G,/M-Phase zu (p < 0.05) (Abbildung
3.27).
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Abbildung 3.27: Verdanderung der Zellzyklusverteilung in den TCam-2-Zellen nach Bestrahlung. Der
Anteil an Zellen je Zellzyklusphase [sub-G, (M), G, (®), S (O) und G,/M (#)] wurde in Prozent gegen die
Strahlendosis aufgetragen. K zeigt die Verteilung unbehandelter Kontrollzellen. Alle Werte wurden aus
drei unabhdngigen Versuchen gemittelt. Die absoluten Standardabweichungen waren <1.2 % fir
sub-G;, £ 8.8 % flir Gy, 2.2 % fir Sund < 8.4 % fiir G,/M.
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3.6.3 Bildung von DNA-Schdden nach Bestrahlung

Die Auswirkungen von Strahlenbehandlungen auf die DNA sind gut dokumentiert. So
ist bekannt, dass eine Bestrahlung offene DNA-Doppelstrangbriiche induziert. An
diesen kommt es zur Bildung von yH2AX-Foci. Die Messung der gebildeten yH2AX-Foci
ist eine sehr sensitive Methode zur Quantifizierung dieser DNA-Schadigungen nach
Bestrahlung. Im Bereich klinisch relevanter Dosierungen ist sie anderen Verfahren
Uberlegen. So ist es moglich, auch Schadigungen nach Behandlung mit < 1 mGy oder
von 1 Foci auf 30 Zellkerne zu bestimmen. Desweiteren konnte yH2AX als Marker fir
die Radiosensitivitat dienen [110].

Um eine Aussage (ber das AusmaR der DNA-Schadigung nach einer
Strahlenbehandlung treffen zu kdnnen, wurden die TCam-2-Zellen zunachst bestrahlt
und anschlieBend die Bildung der yH2AX-Foci bestimmt. Wieder zeigten bereits die
unbehandelten Kontrollzellen einen relativ hohen Anteil yH2AX-positiver Zellen
(11.7 % £ 3.3 %, siehe Abschnitt 3.3.2).
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Abbildung 3.28: Bestimmung von yH2AX-Foci mittels immunhistochemischer Farbung nach
Bestrahlung. Gezeigt sind die Mittelwerte aus mind. drei unabhdngigen Versuchen mit
Standardabweichung (* = p < 0.05, ** = p < 0.01 und *** = p < 0.001 gegen die Kontrolle).

Auch hier erfolgten die Messungen 24 h und 48 h nach der Bestrahlung. Entsprechend
vorangegangener Versuche konnte auch bei diesen Messungen zu beiden Zeitpunkten
kein signifikanter Unterschied festgestellt werden (Abbildung 3.28). Eine Bestrahlung
induzierte in den TCam-2-Zellen eine Zunahme an yH2AX-positiven Zellen. Ein
Minimum zeigte sich 24 h nach Bestrahlung mit einer Strahlendosis von 1 Gy
(40.9 % £ 22.3 %) und ein Maximum 48 h nach Bestrahlung mit einer Dosis von 6 Gy
(67.0% +£10.7%). Im Vergleich dazu induzierte eine CDDP-Behandlung einen
maximalen Anteil an yH2AX-positiven Zellen von 47.6 % + 13.5 % nach 48 h Inkubation
mit 2.5 UM und anschlielender cisplatinfreien Inkubationszeit von weiteren 24 h
(siehe Abschnitt 3.3.2).
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3.7 Ergebnisiiberblick nach Bestrahlung

Aus der Untersuchung der TCam-2-Zellen nach Bestrahlung und dem Vergleich mit der
CDDP-Behandlung kénnen folgende Resultate festgehalten werden:

Eine Bestrahlung fihrte in den TCam-2-Zellen zu einer dosisabhdngigen
Abnahme der Proliferationsfahigkeit. Eine Dosis von 6 Gy reduzierte die Zahl
gebildeter Kolonien auf 30.2 % + 6.8 %; das war vergleichbar mit einer CDDP-
Behandlung von 15 uM iiber 3 h (31.7 % + 11.2 %).

Nach Bestrahlung kam es nur zu minimalen Veranderungen in der
Zellzyklusverteilung. Es zeigte sich keine dosisabhangige Zunahme an Zellen der
sub-G;-Fraktion, anders als nach einer CDDP-Behandlung, wonach ein
konzentrationsabhangiger Anstieg zu beobachten war.

Die DNA-Schadigung, gemessen als phosphoryliertes H2AX (yH2AX), war nach
Bestrahlung groBer als nach einer CDDP-Behandlung. Es kam zu keiner
Reduktion an yH2AX-positiven Zellen Uber die Zeit.
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4 Diskussion

Das Ziel der Untersuchungen dieser Arbeit war, die Sensitivitat und das Ansprechen
der Embryonalkarzinomzelllinie NT-2 und ihrer CDDP-adaptierten Sublinie NT-2-R auf
eine CDDP-Behandlung zu charakterisieren. Die resistente Subzelllinie NT-2-R wurde
unter kontinuierlicher CDDP-Behandlung aus der NT-2-Zelllinie generiert. Sie gilt somit
als Beispiel fir eine erworbene CDDP-Resistenz. Die Charakterisierung der Sublinie
erfolgte mittels MTT und zeigte in diesem Assay eine 14-fache Resistenz gegeniiber der
Elternzelllinie NT-2 nach 48 h CDDP-Inkubation (siehe Abschnitt 1.1.2.2). Vergleichende
Untersuchungen erfolgten auch an der ersten und bisher einzigen etablierten
Seminomzelllinie TCam-2.

Zunachst wurde untersucht, welchen Einfluss eine CDDP-Behandlung auf die
Proliferationsfahigkeit und Viabilitat der Zellen hat. AulRerdem wurde der
CDDP-Einfluss auf die Zellzyklusverteilung und die Apoptose betrachtet. Es handelt sich
bei beiden um Charakteristika der Zellantwort und vermeintliche Determinanten der
Resistenz.

AnschlieBend wurde auf die durch CDDP verursachten DNA-Schadigungen
eingegangen. Besonderes Augenmerk lag dabei in der Analyse der primadren Folgen
einer CDDP-Behandlung, der Bildung von DNA-Addukten und den sekundéaren Folgen,
wie z.B. der Bildung von DSB.

Ferner wurden mogliche weitere Faktoren untersucht und diskutiert, die das
Ansprechen auf und die Resistenz gegen CDDP beeinflussen kénnten. Dazu wurden die
Auswirkungen auf die Expression der DNA-Reparaturproteine ERCC1, BRCA1l und
BRCA2 untersucht. Diese Proteine sind auch in die DNA damage response involviert.
Die Beteiligung einer TLS an der CDDP-Resistenz wurde ebenfalls analysiert. Hierfir
erfolgte die Bestimmung der spezialisierten DNA-Polymerasen n (pol n) und B (pol B).
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4.1 Zytotoxische Effekte nach CDDP-Behandlung

Die in dieser Arbeit verwendete Embryonalkarzinomzelllinie NT-2 ist eine bekannte
und gut charakterisierte Zelllinie, die bereits fir diverse Untersuchungen zur
Chemosensitivitdt und -resistenz herangezogen wurde [65, 137-139].

Die Verwendung einer Elternzelllinie und ihrer resistenten Sublinie erlaubt die direkte
Identifizierung veranderter zelluldarer Prozesse sowie die vergleichende Analyse der
CDDP-Wirkungen. Studien an Tumorzelllinien dienen dem Gewinn erster Einblicke, um
zytotoxische Eigenschaften einschatzen zu kénnen und um Mechanismen zu
erforschen, die die Toxizitdat modulieren konnen. Obwohl die aus Zellkulturversuchen
gewonnenen Ergebnisse nicht ohne Weiteres auf die klinische Situation Ubertragen
werden konnen, ist diese Methode anerkannt, um Einblicke in Mechanismen und
Prozesse wie Zellzyklusarrest, Zellmetabolismus, DNA-Reparatur und Zelltod zu
gewinnen. Alle diese Faktoren kénnen die zellulare Empfindlichkeit auf zytotoxische
Substanzen beeinflussen [4].

4.1.1 Koloniebildungsvermogen

Die Ergebnisse zeigten, dass die NT-2-R-Zelllinie resistenter als ihre Elternzelllinie NT-2
ist. Das galt insbesondere fiir kiirzere Inkubationszeiten (<48 h) und niedrigere
CDDP-Konzentrationen, was auch im Viabilitats-Assay beobachtet wurde (siehe
Abschnitt 3.2.2).

Die Ermittlung der ICso-Konzentrationen von CDDP zeigte im Vergleich der Zelllinien
untereinander, dass die NT-2-Zellen am sensitivsten auf die Behandlung mit CDDP
reagierten, gefolgt von ihrer resistenten Sublinie NT-2-R und den TCam-2-Zellen.
Friihere von NT-2-Zellen gewonnene Ergebnisse, die ebenfalls deren aullergewdhnlich
hohe CDDP-Sensitivitat zeigten, konnten somit bestatigt werden. Koch et al. zeigten in
einem Vergleich mehrerer TGCT-Zelllinien untereinander, dass die NT-2-Zellen am
sensitivsten waren [138].

Diese Beobachtungen sind von klinischem Interesse, da sogar eine 2- bis 4-fach héhere
CDDP-Resistenz in vitro mit einem verringerten Tumoransprechen in vivo korreliert [4,
140].

Diesbeziiglich dhneln die NT-2- und NT-2-R Zellen der TGCT-Zelllinie 833k und deren
Subklon 833kr, in dem eine Resistenz bei moderaten CDDP-Konzentrationen
ausgepragter war als bei hoheren CDDP-Konzentrationen. Im Gegensatz dazu war die
Resistenz in den korrespondierenden Subklonen der GCT27 und SuSa TGCT-Zelllinien
bei hoheren CDDP-Konzentrationen deutlicher ausgepragt [141].
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Die in diesem Zusammenhang untersuchte Seminomzelllinie TCam-2 wies im Vergleich
zu den NT-2- und NT-2-R-Zellen ein deutlich hoheres Resistenzniveau unter
CDDP-Behandlung auf. Diese Resistenz war ebenfalls fiir kurze Inkubationszeiten
ausgepragter. Dennoch reichte auch eine CDDP-Inkubation Uber 48 h mit einer
Konzentration von 100 uM nicht aus, um einen Verlust der Proliferationsfahigkeit
hervorzurufen. Die hohere Resistenz widerspricht den klinischen Daten zu Seminomen.
Diese gelten als hochst sensitiv gegenliber einer Chemo- und Radiotherapie [7, 8, 10,
11]. Es kdnnte ein Zusammenhang mit der in vitro Kultivierung der Zellen bestehen, da
die Bedingungen in der Zellkultur nicht zwangslaufig mit denen im Tumor (in vivo)
Ubereinstimmen. Es ist zu beachten, dass die TCam-2-Zelllinie eine Ausnahme
darstellen muss. Bisherige Versuche, eine Seminomzelllinie zu etablieren, sind daran
gescheitert, dass Seminome eine sehr hohe Apoptoseanfalligkeit zeigen [59, 142]. In
der TCam-2-Zelllinie muss somit eine veranderte Anlage zur Apoptoseinduktion bzw.
eine Apoptoseresistenz vorliegen [19].

4.1.2 CellTiter-Glo® Luminescence Cell Viability Assay

AnschlieBend wurde mit dem CellTiter-Glo® Luminescence Cell Viability Assay ein Test
durchgefihrt, der den ATP-Gehalt metabolisch aktiver Zellen bestimmt. Das von den
Zellen produzierte ATP wird in Gegenwart von Luciferin durch das Enzym Luciferase
unter Lichtemission zu AMP umgesetzt.

Da die Intensitdt des emittierten Lichts proportional der Anzahl lebender Zellen
(Zellviabilitat) ist, wird dieser Assay als Zytotoxizitatstest eingesetzt [143, 144].
Allerdings kann dieser Test nicht zwischen teilungsfahigen und ruhenden, metabolisch
aktiven Zellen (Go-Phase) unterscheiden.

Die Untersuchungen der Zellviabilitat bestatigten die unterschiedlichen Sensitivitats-
bzw. Resistenzniveaus der drei Zelllinien. Die TCam-2-Zellen zeigten auch hier zu allen
Zeitpunkten die groRte Resistenz. Die Unterschiede zwischen der NT-2- und der
NT-2-R-Zelllinie waren moderat. Allerdings liegen die ermittelten ICso-Werte hdher als
im CFA. Das hangt damit zusammen, dass Zellen, die ausschlieBlich in ihrer
Proliferation gehemmt sind, noch erfasst und lediglich tote Zellen von der Bestimmung
ausgeschlossen werden konnen. Desweiteren braucht es mind. 24 h, unabhéangig von
der tatsachlichen Inkubationszeit, bis Veranderungen im ATP-Gehalt messbar wurden.
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4.1.3 Beeinflussung des Zellzyklus

Es ist bekannt, dass Zellen als Reaktion auf die Entstehung von DNA-Schadigungen, wie
z.B. DNA-DSB, die Progression durch den Zellzyklus stoppen und so gegebenenfalls Zeit
flr die DNA-Reparatur erhalten [32, 95]. Veranderungen in der Zellzyklusverteilung
nach einer CDDP-Behandlung waren in den NT-2- und NT-2-R-Zellen qualitativ
vergleichbar. Beide Zelllinien zeigten eine verldangerte S-Phase nach 24 h-Inkubation,
welche in einen G,/M-Arrest Uberging und letztlich, 48 h nach einem Mediumwechsel,
zur Apoptose fiihrte (siehe Abschnitt 3.2.3). Diese wurde als Anstieg der Zellen in der
sub-G;-Fraktion gemessen. Diese Ergebnisse stimmen mit denen anderer Gruppen
Uberein, die ebenfalls eine verldngerte S-Phase sowie einen vorlibergehenden oder
irreversiblen G,/M-Arrest, abhangig von der CDDP-Dosierung, beschrieben haben [65,
67, 145].

Mueller et al. beobachteten einen transienten G,/M-Arrest nach subletalen
CDDP-Dosierungen [65]. Nach Behandlung mit hoheren CDDP-Konzentrationen
verzeichneten sie einen G,/M-Block, der direkt zum Zelltod fuhrte. Sorenson und
Eastman wiesen in  murinen Leukdmie L1210-Zellen bei niedrigen CDDP-
Konzentrationen um 3 uM eine verldngerte S-Phase und einen voriibergehenden
Gy/M-Arrest nach. Dieser G,/M-Arrest blieb nach héheren CDDP-Konzentrationen um
6 UM flir mehrere Tage bestehen [67]. Die in dieser Arbeit eingesetzte CDDP-
Konzentration von 2.5 uM flhrte ebenfalls zu einem transienten S-Phase-Arrest. Fest
steht allerdings, dass die Zellen nicht dauerhaft in ihrer Replikation geghemmt werden,
da sie nach der verlangerten S-Phase in die G,/M-Phase ibergehen kénnen.

In einer anderen Studie wurde gezeigt, dass die TCam-2-Zellen nach einer 48 h-
Inkubation mit 30 uM CDDP einen G;-Arrest zeigten [17]. Diese Ergebnisse konnten
hier nicht bestatigt werden. Nach einer Inkubation mit 30 uM bzw. 100 uM CDDP Uber
24 h und 48 h wurde ein deutlicher Anstieg an Zellen der sub-G;-Fraktion beobachtet.
Allerdings bestatigte sich, dass sich die Seminomzelllinie TCam-2 nicht wie die
Embryonalzelllinien NT-2 und NT-2-R verhielt. Die TCam-2-Zellen zeigten nach einer
Behandlung mit 2.5 uM CDDP zu keinem Zeitpunkt eine Verschiebung der Zellen in die
S-Phase (siehe Abbildung 3.10). Auch der Anstieg an Zellen in der G,/M-Phase war nur
maRkig ausgepragt. Darliber hinaus flhrte dieser im weiteren Verlauf nicht zu einer
Erh6hung der Zellen in der sub-G;-Fraktion.

Die Zeit, die Zellen bendtigen, um in der S- bzw. G,/M-Phase zu akkumulieren und die
Zeit zur Apoptoseinduktion sind abhangig von der Populationsverdopplungszeit. Diese
betrug etwa 31 h fiir die NT-2-Zellen und etwa 35 h fiir die NT-2-R- sowie etwa 50 h fir
die TCam-2-Zellen. Desweiteren besteht fir einen Zellzyklusarrest eine Abhangigkeit
von der Geschwindigkeit der Addukt-Bildung. In anderen Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass in den NT-2-Zellen die CDDP-Bindung an die DNA in den ersten
28 h der Inkubation ansteigt [14]. Es ist naheliegend, dass das Maximum der Addukt-
Bildung mit einer Zeitverzogerung hinsichtlich der Inkubationszeit erreicht wird.
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Da sich in den NT-2- und NT-2-R-Zellen weder die Populationsverdopplungszeiten noch
die Verlaufe der Adduktbildung signifikant unterscheiden, (iberrascht es nicht, dass
auch der G,/M-Arrest in beiden Zelllinien den gleichen Zeitverlauf zeigte. Allerdings
war der Anteil an Zellen, der nach 24 h CDDP-Behandlung mit anschlieBender
cisplatinfreier Inkubation fur weitere 24 h einen G,/M-Arrest zeigte, in den NT-2-R-
Zellen signifikant niedriger (p < 0.05). Diese geringere Akkumulation der Zellen in der
G,/M-Phase kann zu der beobachteten Resistenz der NT-2-R-Zellen beitragen. Da die
Zahl abgeloster Zellen auch bei langeren Inkubationszeiten nicht signifikant anstieg,
kam es auch nicht zu einem Verlust stark geschadigter Zellen, die sich der Analyse
entzogen hatten. Im Unterschied zu den beiden Embryonalkarzinomzelllinien zeigten
die TCam-2-Zellen nur eine minimale Verschiebung in die G,/M-Phase. Es
akkumulierten hochsignifikant weniger Zellen in der G,/M-Phase (p<0.01). Die
TCam-2-Zellen wiesen allerdings auch eine deutlich langere Verdopplungszeit auf. Die
G,/M-Phase scheint von entscheidender Wichtigkeit fiir die Zytotoxizitat von CDDP in
TGCTs zu sein [65].

Aullerdem zeigten die NT-2-R-Zellen eine kleinere sub-G;-Fraktion als deren Elternlinie
NT-2, wohingegen in der Seminomzelllinie TCam-2 kein Anstieg zu beobachten war. In
diesem Zusammenhang erscheint es plausibel, dass die TCam-2-Zellen nach einer
CDDP-Behandlung mehr Kolonien bilden konnten und hohere ICso-Werte als die NT-2-
und NT-2-R-Zellen aufwiesen. Auch hier kénnte deren veranderte Apoptoseneigung
eine Erklarung fur den fast unveranderten Zellzyklusverlauf liefern.

Eine Behandlung der TCam-2-Zellen mit héheren CDDP-Konzentrationen von 30 uM
bzw. 100 uM Uber langere Zeiten konnte einen Anstieg der Zellen in der
sub-G;-Fraktion induzieren. Die eingesetzten Konzentrationen flihrten zu einem
direkten Anstieg ohne eine vorangegangene, sichtbare Akkumulation in der
G,/M-Phase. Sie fuhrten also direkt zum Zelltod. Dennoch reichten diese Bedingungen
im CFA nicht aus, um die Proliferationsfahigkeit vollstandig zu inhibieren.

Interessanterweise zeigte sich zwischen den NT-2- und NT-2-R-Zellen ein statistisch
signifikanter Unterschied in der Proliferationshemmung nach einer 3 h-Inkubation mit
2.5 uM CDDP. Diese Bedingung war nicht ausreichend, um einen G,/M-Arrest oder
einen Anstieg an Zellen der sub-G;-Fraktion zu initiieren. Da allerdings nur der erste
mitotische Zyklus (vortibergehender G,/M-Arrest und Entlassung in die G;-Phase)
untersucht wurde, kann nicht ausgeschlossen werden, dass nach einer 3 h-Behandlung
die Einleitung des Zelltods erst nach spateren Replikationsrunden auftritt. Dieses
Phdanomen wurde fiir zwei andere Arten des Zelltods beschrieben, die sich in einigen
Aspekten von der Apoptose unterscheiden: mitotische Katastrophe und frihzeitige
Seneszenz. Beide wurden in anderen Zellarten nach niedrig dosierter
CDDP-Behandlung beobachtet [146-149].
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Die mitotische Katastrophe fiihrt wahrend der Mitosezyklen zum Zelltod. Eine
verfriihte Seneszenz fiihrt die Zellen in einen Ruhezustand [150]. Der Seneszenz-
Phanotyp ist gekennzeichnet durch Uberlebende Zellen, die keine Kolonien mehr
bilden kdnnen. Seneszente Zellen sind noch immer metabolisch aktiv. Die mitotische
Katastrophe ist eine Form des Zelltods, die von einer anormalen Mitose herriihrt und
zur Bildung von Interphase-Zellen mit multiplen Mikronuklei fihrt. Molekulare
Untersuchungen an TGCT-Zelllinien konnten CDDP-induzierte Gene identifizierten, die
mit einem terminalen Wachstumsarrest liber eine Seneszenz assoziiert sind [145].

4.1.4 Charakterisierung des Zelltods

Zwischen den Zelllinien bestanden deutliche Unterschiede in der Bildung und im
Ausmal der sub-G;-Fraktion. In einer weiteren Versuchsreihe wurde daher die Art des
Zelltods naher charakterisiert. Es wurde ausgenutzt, dass Apoptose und Nekrose
unterschiedliche Veranderungen der Zellmembran verursachen [123], die sich durch
Inkubation mit Annexin-V und Propidiumiodid differenzieren lassen (Abschnitt 1.6).

Es konnten keine Veranderungen in der Annexin-V-Bindung zwischen den Kontrollen
und den behandelten Zellen sowie zwischen den NT-2- und NT-2-R Zellen beobachtet
werden. In den NT-2-Zellen konnte nach einer 48 h-Inkubation mit anschlieBender
cisplatinfreier Inkubation von 24 h eine massive Aufnahme an Pl gemessen werden. Sie
gingen somit einen Zelltod ein, der durch eine DNA-Fragmentierung (sub-G;-Fraktion)
und einen Verlust der Membranintegritat (Pl-Aufnahme) charakterisiert war. Es fehlte
allerdings ein Kennzeichen der Apoptose: die Prasentation von Phosphatidylserin. Die
Untersuchungen zur Annexin-V-Bindung und zur Pl-Aufnahme lassen vermuten, dass
NT-2- und NT-2-R-Zellen nicht durch klassische Apoptose untergehen. Auch hier lasst
sich vermuten, dass der Zelltod via friihzeitiger Seneszenz oder mitotischer
Katastrophe vermittelt sein konnte.
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4.1.5 Ausblick

In weiteren Untersuchungen an den TCam-2-Zellen wadre interessant zu kldren, ob
CDDP-Konzentrationen zwischen 2.5 uM und 30 pM zu einem S- oder G,/M-Arrest und
dariber zum Zelltod fihren oder ob auch hier ohne vorherigen Zellzyklusarrest der
Zelltod eintritt.

In einem nachsten Schritt sollten weitere Untersuchungen zur Art des Zelltods
erfolgen. In den TCam-2-Zellen kénnte das unter zwei Gesichtspunkten interessante
Einblicke geben: auf die Art des Zelltods bei den Bedingungen, die einen Anstieg der
sub-G;-Fraktion bedingen und auf die Frage, ob tatsachlich eine veranderte
Apoptosetoleranz bzw. -resistenz vorliegt. Desweiteren sollte untersucht werden, ob
der Zelltod in den NT-2- und NT-2-R-Zellen tatsachlich via mitotischer Katastrophe oder
frihzeitiger Seneszenz eintritt. Flr letzteres eignet sich die Bestimmung der SA-B-
Galaktosidase-Expression mittels Anfarbung von X-gal [150].
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4.2 DNA-Schadigung durch CDDP

4.2.1 DNA-Platinierung nach CDDP-Behandlung und deren Verlauf

Da im Zuge der CDDP-Aktivitat zundchst die DNA-Addukte gebildet werden, wurde
untersucht, ob sich AusmaB und Verlauf der DNA-Schadigungen zwischen den
Zelllinien unterscheiden und somit eine Erklarung flir die unterschiedlichen
Resistenzniveaus liefern konnte. Gemessen wurde dies anhand der 1,2-d(GpG)-
Intrastrang-Addukte.

Andere Arbeitsgruppen haben beschrieben, dass CDDP-sensitive Zelllinien héhere
initiale Adduktspiegel zeigen als deren korrespondierende, resistente Sublinien [37].
Im Unterschied dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit in den drei Zelllinien
vergleichbare DNA-Adduktspiegel gemessen. In den TCam-2-Zellen waren diese sogar
minimal hdher als in den NT-2- und NT-2-R-Zellen. Dies entspricht den Beobachtungen
anderer Gruppen, die in sensitiven und resistenten TGCT-Zellen nach
CDDP-Behandlung mit aquimolaren Dosierungen ebenfalls dhnliche Mengen an
platinierter DNA gefunden haben [4, 82]. Diese fehlende Korrelation zwischen
CDDP-Sensitivitat und DNA-Adduktspiegeln wurde auch in Ovarialkarzinom- [106],
Kolonkarzinom- [14], kleinzelligen Lungenkarzinom- und weiteren TGCT-Zelllinien [13,
15, 71] beschrieben.

Diese fehlende Korrelation zwischen CDDP-Sensitivitat bzw. CDDP-Resistenz und den
DNA-Adduktspiegeln wird in den TCam-2-Zellen besonders deutlich. Sie wiesen die
hochsten Adduktspiegel auf, waren aber die resistenteste der drei Zelllinien.

Desweiteren haben Masters und Koéberle angegeben, dass die Behandlung mit CDDP in
unterschiedlichen Krebsarten zu einer grofRen Spanne im Gehalt an platinierter DNA
fihrt, was den Gehalt in TGCTs mit einschlieSt [4]. Im Gegensatz zu resistenten
Ovarialkarzinom- und Melanomzellen [151, 152] wurde in den Untersuchungen im
Rahmen dieser Arbeit liber die Beobachtungszeit nach einer 24 h-Inkubation in keiner
der drei TGCT-Zelllinien eine statistisch signifikante Abnahme der DNA-Platinierung
festgestellt. Tendenziell zeigten alle Zelllinien 24 h nach dieser Inkubation leicht
verminderte Adduktspiegel. Ob diese Reduktion auf einer Reparatur der Addukte
zurlickzuflihren ist, sollte durch weitere Untersuchungen des Zeitverlaufs geklart
werden.

Unterschiede in der CDDP-Aufnahme bzw. CDDP-Eliminierung oder DNA-Bindung
scheinen auf Grund vergleichbar hoher Adduktspiegel in den Zelllinien fir die
Unterschiede in der CDDP-Empfindlichkeit keine Rolle zu spielen.
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Versuche nach einer 3 h-Inkubation mit 2.5 uM CDDP haben in den NT-2-R-Zellen
gezeigt, dass die Menge an platinierter DNA in der Zeit nach einem Mediumwechsel
abnimmt. Da die Unterschiede im Koloniebildungsvermégen zwischen der
Elternzelllinie NT-2 und dem resistenten Subklon NT-2-R nach einer 3 h-Inkubation am
groflten waren, ist diese Beobachtung von Interesse. Es scheint, als kénnten die
NT-2-R-Zellen eine geringe DNA-Schadigung noch reparieren. Diese Annahme wiirde
zumindest die beobachteten Unterschiede erkldaren. Im weiteren Verlauf der Arbeit
erfolgte daher auch eine Untersuchung der DNA-Reparaturproteine nach einer 3 h-
Inkubation.

4.2.2 Sekundare DNA-Schadigungen durch CDDP und deren Verlauf

Es ist bekannt, dass CDDP-Interstrang-Crosslinks (iber geblockte Replikationsgabeln zu
DSB fiihren kdnnen [34, 66, 67]. Der Einfluss dieser sekundaren DNA-Schadigungen auf
die CDDP-Toxizitat und -Resistenz in TGCT-Zelllinien wurde untersucht. Von Interesse
ist auBerdem, dass auch die 1,2-d(GpG)-Intrastrang-Addukte potente Inhibitoren der
DNA-Polymerasen sind und somit ebenso die Replikationsgabeln blockieren kénnen
([153], zitiert nach [154]). Die Bestimmung der sekundar-induzierten DSB erfolgte
mittels immunhistochemischer Farbung von yH2AX-Foci. Diese Methode ist sensitiver
als andere Methoden zur DSB-Bestimmung wie z.B. der Comet-Assay [69, 109, 132,
155].

Banath et al. beobachteten, dass die Retention der yH2AX-Foci auf eine letale
DNA-Schadigung hinweist. Sie fanden eine anndhernde 1:1 Korrelation zwischen dem
Koloniebildungsvermégen und dem Anteil yH2AX-positiver Zellen 24 h nach einer
Inkubation [156]. Dies wird durch die hier gefundenen Ergebnisse jedoch widerlegt.
NT-2-R-Zellen zeigten zwar weniger yH2AX-Foci als NT-2- aber auch weniger als
TCam-2-Zellen. Die Unterschiede waren allerdings weder im AusmaR noch im
Zeitverlauf statistisch signifikant. Eine hohe Anzahl yH2AX-negativer Zellen wurde
zudem auch bei Bedingungen gefunden, die die Proliferationsfahigkeit vollstandig
inhibierten. Auflerdem wiesen insbesondere die primar resistenten TCam-2-Zellen,
trotz ihres vergleichbar hohen Anteils an yH2AX-Foci, bei keiner der untersuchten
Bedingung einen Verlust ihrer Proliferationsfahigkeit auf. Das Ausmal} der sekundar
gebildeten DNA-Schadigungen liefert keine Erklarung fir die unterschiedlichen
Resistenzniveaus.

Es konnte in keiner der Zelllinien eine Dephosphorylierung von yH2AX beobachtet
werden. Da eine Korrelation zwischen dem Verschwinden eines yH2AX-Signals und
einer DSB-Reparatur widerspriichlich diskutiert wird [110, 157, 158], kann eine
Reparatur bzw. ein Reparaturversuch der Zellen nicht ganzlich ausgeschlossen werden.
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Zudem fanden Huang et al. nach einer CDDP-Behandlung im Vergleich mit einer
Topotecan-Behandlung yH2AX-Foci, die schwacher und zellzyklusunabhangig waren
und im Zeitverlauf deutlich spater ein Maximum aufwiesen [69]. Topotecan gilt im
Gegensatz zu CDDP als direkter DSB-Induktor. Sie postulieren, dass, wenn DSB erst im
Rahmen einer Reparatur gebildet werden (wie bei CDDP), die Bestimmung von yH2AX
das Ausmall dieser Reparaturprozesse widerspiegelt. Wenn sich dies als richtig
herausstellen sollte, deuten die Ergebnisse dieser Arbeit an, dass die drei untersuchten
Zelllinien die induzierten DNA-Addukte zu reparieren versuchen. Da allerdings keine
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Zelllinien vorliegen, scheint eine
veranderte bzw. unterschiedliche Reparaturkapazitat fir die beobachteten Differenzen
nur von untergeordneter Bedeutung zu sein.

Almeida et al. haben in NSCLC-Zellen nach einer CDDP-Behandlung inverse
Korrelationen zwischen CDDP-Sensitivitdit und Schadensbildung sowie zwischen
Resistenz und Schadensreparatur gefunden [159]. Sie halten eine verstarkte
Schadenstoleranz fiir die Ursache. Die im Verlauf der vorliegenden Arbeit erhaltenen
Ergebnisse aus den TCam-2-Zellen lassen somit vermuten, dass diese Zelllinie eine
erhohte Toleranz gegeniiber den CDDP-induzierten DNA-Schadigungen zeigt. Eine
solche Toleranz ist als CDDP-Resistenzmechanismus bekannt und kann durch eine TLS
hervorgerufen werden [29].

UV-induzierte Pyrimidindimere und Psoralen-induzierte Interstrang-Crosslinks zeigen
eine yH2AX-Phosphorylierung, allerdings keine Co-Lokalisation dieser Foci mit 53BP1
[135, 136]. 53BP1 scheint Uberwiegend an strahleninduzierten DSB mit yH2AX co-
lokalisiert zu sein [111]. Im Einklang mit der Vermutung der indirekt-induzierten DSB
nach CDDP-Behandlung und gegen die Anwesenheit von direkt gebildeten, offenen
DSB, wurde hier festgestellt, dass in den NT-2- und NT-2-R-Zellen nur wenige yH2AX-
Foci mit 53BP1 co-lokalisiert waren.

Die hohen Standardabweichungen dieses Assays beruhen vermutlich auf der nicht-
synchronisierten Zellkultur. So liegen die Zellen in unterschiedlichen Zellzyklusphasen
vor, aber Interstrang-induzierte DSB auf Grund blockierter Replikationsgabeln werden
in der S-Phase gebildet. Hinzu kommt, dass der Anteil yH2AX-positiver Zellen niemals
den Anteil an Zellen in der S-Phase (berschritt. Die in dieser Arbeit gefundenen Daten
harmonisieren also mit einem bereits postulierten Modell, wonach Platinaddukte in
der S-Phase Replikationsgabeln blockieren und somit eine stabile H2AX-
Phosphorylierung ermdoglichen [68].

Es war nicht moglich, nach einer CDDP-Behandlung einzelne Foci pro Zelle zu zihlen.
Die Auswertung erfolgte daher nicht durch ein Zdhlen der Foci, sondern lediglich durch
die Bestimmung yH2AX-positiver Zellen.
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So kann auch verhindert werden, dass Zellen der S- oder G,/M-Phase, die einen 1.5-2-
fach hoheren DNA-Gehalt und damit auch Histon-Gehalt aufweisen, einen grofReren als
den tatsachlich induzierten Schaden vortduschen koénnen. yH2AX-Foci werden
auBerdem auf Grund der DNA-Fragmentierung bei der Apoptose gebildet [155]. Die
hohen Standardabweichungen koénnten also auch auf falsch-positive apoptotische
Zellen zurick zu fiihren sein.

Zusammengenommen deuten die gefundenen Daten darauf hin, dass die
unterschiedliche Toxizitdat von CDDP in den NT-2- bzw. NT-2-R- und TCam-2-Zellen
nicht mit der Bildung von DSB oder deren weiterer Prozessierung zusammenhangt.
Faktoren, die fiir die unterschiedliche Sensitivitdit der einzelnen Zelllinien
verantwortlich sind, missen also nachfolgend oder unabhangig von der DNA-Bindung
und der direkten Schadensbearbeitung sein, da unterschiedliche Aufnahme- oder
Eliminierungsraten zu einer Diskrepanz in den Adduktspiegeln gefiihrt hatten. Diese
Faktoren modulieren vermutlich die Signalwege der DNA damage response bzw. die
Signalwege des Zelltods. Die folgenden nachgeschalteten Faktoren sollen, wie bereits
beschrieben, die Resistenz beeinflussen: vermehrte Bildung von Transporterproteinen
[151, 152], Herunterregulation von MAD2 (mitotic arrest deficient-2 Protein) [62, 160],
Hemmung des Fas-Signalweges [84], Veranderungen im ATM / Chk2 / p53 Signalweg,
eine Verschiebung zu Mitgliedern der anti-apoptotischen Bcl-2 Familie, fehlende
Caspase-Kaskaden [4, 47, 66, 82, 161] und eine Translesion-Synthesis (TLS) [114, 115,
117-119, 136].

85



Diskussion

4.2.3 Ausblick

Untersuchungen an TCam-2-Zellen mit anderen Inkubationszeiten kénnten Aufschluss
dariber geben, ob diese Zellen grundsatzlich héhere Adduktspiegel aufweisen als die
Embryonalzelllinien und somit die Vermutungen bestarken, dass keine Korrelation
zwischen DNA-Platinierung und Resistenz besteht, sondern eine verdnderte
Apoptosetoleranz in den TCam-2-Zellen vorliegen muss.

Die Bestimmung der sekunddren DNA-Schadigungen mittels yH2AX sollte in weiteren
Versuchen die gleichzeitige Bestimmung der Zellzyklusphasen beinhalten. So kann der
Anteil falsch-positiver Zellen, z.B. hervorgerufen durch eine DNA-Fragmentierung,
herausgerechnet werden. Eine geeignete Methode hierflir ist eine kombinierte
durchflusszytometrische Bestimmung [109, 132, 155].

Nachdem Unterschiede in der Bildung der DNA-Schadigungen und deren weiterer
Verlauf bzw. deren Bearbeitung als Mechanismen der beobachteten Resistenzen
ausgeschlossen werden konnten, ist es wahrscheinlich, dass eine verminderte
Apoptoseein- und -weiterleitung und/oder eine TLS Kandidaten fur die
Resistenzfaktoren sind. Insbesondere, da zum einen in TGCTs generell die
Apoptoseschwelle niedrig ist [57] und zum anderen die TLS einen modulierenden
Einfluss auf die CDDP-Aktivitat hat [114, 115, 117-119].

Die im weiteren Verlauf der Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen auf Proteinebene
befassen sich vornehmlich mit méglichen Veranderungen in der DNA damage response
bzw. den daran beteiligten DNA-Reparaturproteinen sowie dem Einfluss einer TLS auf
die Resistenzentwicklung.
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4.3 Veranderte Proteinexpression nach CDDP-Behandlung

Die Analyse der unbehandelten Kontrollzellen hinsichtlich ihres Gehalts an
ausgewahlten Proteinen zeigte, dass die NT-2- und NT-2-R-Zellen ein &hnliches
Expressionsmuster aufwiesen. Diese unterscheidet sich von den TCam-2-Zellen. Daflr
kommen zwei Ursachen in Frage. Zum einen unterscheiden sich die Tumorarten an sich
und zum anderen kénnten die Veranderungen, die zu einer Kultivierung der TCam-2-
Zellen beigetragen haben, auch fir die hier beobachteten Unterschiede verantwortlich
sein. Ersteres ist plausibel, da auch die Kolonkarzinomzelllinie HT-29 ein von den
TGCT-Zelllinien abweichendes Proteinmuster aufweist. Da sich das initiale
Proteinexpressionsmuster in den NT-2- und NT-2-R-Zellen nicht unterscheidet, gibt es
keinen direkten Hinweis auf die zugrundeliegenden Resistenzmechanismen in den
NT-2-R Zellen.

4.3.1 Untersuchung der an der DNA-Reparatur beteiligten Proteine

Es stellt sich die Frage, inwieweit (sekundare) CDDP-Resistenzen in TGCTs auf Grund
einer gesteigerten Expression von Proteinen der NER und HR bzw. der DNA damage
response auftreten.

Studien deuten darauf hin, dass viele TGCT-Zelllinien ein Reparaturdefizit aufweisen
[30, 50]. Dieses Defizit kann zu der auRergewohnlichen Sensitivitdt dieser Zellen
gegentber DNA-schadigender Agenzien beitragen [13, 51]. Wie in Abschnitt 3.4.2
beschrieben, kam es auller in den NT-2-R-Zellen nach einer 3 h Inkubation mit 2.5 uM
CDDP nicht zu einer ausgepragten Abnahme der Platinaddukte. Auch die CDDP-
induzierten yH2AX-Foci, d.h. die sekundar-induzierten DSB, veranderten sich in keiner
der untersuchten Zelllinien.

Die geringe Kapazitdt des NER-Reparatursystems ist oftmals mit einer geringen
Expression der Schlisselproteine XPA, XPF und ERCC1 verbunden [4, 13, 52-54]. Da XPF
und ERCC1 ebenfalls fiir die HR zur Reparatur der DSB bzw. der Interstrang-Crosslinks
und blockierter Replikationsgabeln notwendig sind [55, 88, 104, 162, 163], kann eine
niedrige Expression gleichzeitig die DSB-Reparatur beeinflussen. ERCC1 interagiert
aulBerdem mit dem Mismatch-Reparatur-Protein MSH2. Beide zusammen sollen an
einer replikationsunabhangigen Interstrang-Crosslink Reparatur beteiligt sein [105,
164]. Im Umkehrschluss konnte die NER- und HR-Effizienz daher durch eine erhéhte
ERCC1-Expression gesteigert werden.

Dies konnte bereits in Studien an Patienten mit nichtkleinzelligem Lungenkrebs [76],
sowie Patienten mit Ovarial- und Magenkrebs [77-79] gezeigt werden. Andere Studien
konnten diese Korrelation hingegen nicht bestatigen [80, 81], was die multifaktorielle
Natur einer CDDP-Resistenz unterstreicht.
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Entsprechend der in der Literatur beschriebenen Korrelation zwischen der ERCC1-
Expression und dem Resistenzniveau der Zellen, wurden in den TCam-2-Zellen die
hochsten ERCC1-Spiegel gemessen. Nach einer 24 h-Inkubation war der Gehalt
unverandert, nahm aber im nachfolgenden Zeitverlauf leicht ab. Dies kann daran
liegen, dass im Rahmen eines Reparaturversuchs ERCC1 an die DNA bindet. Bei der
verwendeten Standardmethode (siehe Abschnitt 7.7.1) zur Proteinisolierung werden
Proteine, die an die DNA gebunden sind, jedoch nicht miterfasst. Da es in den TCam-2-
Zellen aber nicht zu einer statistisch signifikanten Abnahme an platinierter DNA kam,
ist es eher unwahrscheinlich, dass ERCC1 fiir die beobachtete Resistenz der Zellen
verantwortlich ist. Nach einer 3 h Inkubation kam es ebenfalls zu einer signifikanten
Abnahme an ERCC1.

In den NT-2-R-Zellen kam es nach einer CDDP-Behandlung zu einer Induktion von
ERCC1, wohingegen eine 3 h-Inkubation in den NT-2-Zellen den ERCC1-Gehalt
unverandert liel und in der Zeit nach einer 24 h-Inkubation sogar reduzierte. Da die
Versuche hier gezeigt hatten, dass Platinaddukte nach einer 3 h-Inkubation in den
NT-2-R-Zellen reduziert werden konnen, ist diese ERCC1-Induktion nicht unerwartet.
Da die Unterschiede in der Adduktreduktion nach langeren Inkubationszeiten geringer
bzw. nicht mehr feststellbar waren, bleibt zu klaren, wie hoch die Kapazitat des in den
NT-2-R-Zellen moglicherweise induzierten NER-Reparatursystems ist. In diesem
Zusammenhang ist es interessant, dass andere Arbeitsgruppen zeigen konnten, dass
Zellen mit einem beeintrachtigten HR- bzw. TLS-System trotz eines funktionierenden
NER-Systems eine hohe CDDP-Sensitivitat aufweisen [165].

Es ist bekannt, dass Krebszellen, die ein BRCA1- bzw. BRCA2-Defizit aufweisen, oftmals
besser auf eine Therapie mit DNA-verkniipfenden Substanzen wie CDDP ansprechen
als BRCA1- / BRCA2-exprimierende Krebszellen [70, 97]. In einer Studie an Patienten
mit nichtkleinzelligem Lungenkarzinom konnten Rosell et al. eine Korrelation zwischen
der BRCA1l-Expression und einer CDDP-Resistenz feststellen [166]. Wang und Figg
fanden in den meisten CDDP-resistenten CAPAN1-Zellklonen multiple Kopien des
BRCA2-Gens [101]. Zellen, in denen durch sekundare Mutationen in diesen Genen der
Wild-Typ wieder hergestellt wurde, zeigten eine CDDP-Resistenz.

Fiir die Regulierung der DSB-Reparatur via HR stehen drei Proteine im Vordergrund:
Nbs1, BRCA1 und c-Abl. BRCA1 und c-Abl sind fiir die Regulation von RAD51 zustandig.
BRCA1 bewirkt dies durch subzelluldare Relokalisation von RAD51 vom Zytoplasma in
den Nukleus mittels BRCA2 [93], welches als Mediator die RAD51-Foci-Bildung
kontrolliert. BRCA1 co-lokalisiert zudem mit dem Nbs1 / RAD50 / Mrel1-Komplex [95]
und ist somit fiir die Zellantwort nach einer DSB-Bildung mitverantwortlich [90]. Es
wird im Zuge der DSB-Erkennung und einer HR an Doppelstrangbriichen angereichert.
AuBerdem wird BRCA1 eine Rolle in der Mismatch-Reparatur (MMR) zugeschrieben
[96].

88



Diskussion

Interessanterweise exprimierten ausschlieflich die TCam-2-Zellen eine nachweisbare
Menge BRCAL. Von den hier untersuchten Zelllinien zeigten sie die groRte Resistenz,
was in diesem Zusammenhang im Einklang mit den Ergebnissen anderer Gruppen steht
[101, 166]. Nach einer 3 h-Behandlung mit CDDP reduzierte sich der Gehalt an BRCA1,
wohingegen er nach einer 24 h-Inkubation anstieg. Es ist moglich, dass nach einer
Kurzbehandlung mit CDDP andere Signalwege und Resistenzmechanismen
eingeschaltet werden als nach einer langeren Behandlungszeit. Von den hier
untersuchten Proteinen veranderte sich in den TCam-2-Zellen nach einer 24 h-
Behandlung nur der BRCA1-Gehalt. Ein Einfluss auf die beobachtete Resistenz ist daher
wahrscheinlich. In den NT-2- und NT-2-R-Zellen konnte durch eine CDDP-Behandlung
keine BRCA1-Expression induziert werden. Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen,
dass ein BRCA1-Defizit zu einer verfriihten Seneszenz nach Behandlung mit DNA-
verkniipfenden Substanzen zu fiihren scheint [149]. Die hier aufgestellte Theorie, dass
CDDP moglicherweise einen Zelltods mittels friihzeitiger Seneszenz und nicht mittels
Apoptose / Nekrose induziert, wird gestitzt.

Quinn et al. fanden auBerdem heraus, dass BRCA1 als Modulator der Apoptose
fungiert und dabei eine unterschiedliche Rolle einnimmt, abhangig von der Art der Zell-
Schadigung [102]. Eine BRCA1-Expression flihrte in DBS-verursachenden Stoffen zu
einer Resistenz, wohingegen bei Stoffen, die die Mikrotubuli beeinflussen, ein Anstieg
der Apoptosesensitivitat zu beobachten war. Auch andere Gruppen konnten zeigen,
dass Zellen mit einem BRCA1-Defizit einen radiosensitiven bzw. CDDP-sensitiven
Phanotyp aufweisen [70, 97, 100]. Diese Beobachtungen stehen im Einklang mit den
Ergebnissen der Seminomzelllinie TCam-2.

Eine BRCA1l-Expression flihrt zu einem antiapoptotischen Phanotyp [167]. Die
vermutete veranderte Apoptoseneigung in den TCam-2-Zellen und die damit
verbundene CDDP-Resistenz kénnen durch diese Ergebnisse weiter bestarkt werden.

Der initiale Gehalt an BRCA2 war in den NT-2- und NT-2-R-Zellen im Vergleich zu den
TCam-2- und HT-29-Zellen minimal hoher. Die Expression wurde in den hier
untersuchten Keimzelltumorzelllinien kaum beeinflusst. Eine 24 h-Inkubation
veranderte in keiner der Zelllinien den Gehalt an BRCA2. Nach einer 3 h-Inkubation
verminderte sich der Gehalt in allen Zelllinien leicht. BRCA2 scheint daher fir die
beobachteten Resistenzunterschiede der Zelllinien keine Bedeutung zu haben.

4.3.2 Untersuchung der an der TLS beteiligten Proteine

Ein zelluldres Uberleben trotz persistierender DNA-Addukte kann durch eine TLS
vermittelt werden. Die Polymerasen, die an der Umgehung der Addukte beteiligt sind,
sind pol n, pol , REV1 und pol B. Hohe Konzentrationen dieser Polymerasen werden
mit einer CDDP-Resistenz in Verbindung gebracht [114-119].
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Eine TLS durch pol n gilt als Uberwiegend fehlerfrei [120]. Pol n ist invitro die
effizienteste Polymerase fiir eine TLS von Platinaddukten [121], insbesondere von den
1,2-d(GpG)-Intrastrang-Addukten [115]. Albertella et al. postulierten, dass fir die
Festlegung eines zelluldren Uberlebens nach einer CDDP-Behandlung eine TLS durch
pol n genauso wichtig sei wie ein funktionsfahiges NER-System [114].

Die pol B scheint hingegen fehleranfilliger. Eine Uberexpression wird vor allem fiir
CDDP-induzierte Mutationen verantwortlich gemacht [117, 120]. Pol B wird daher auch
als potentiell onkogenes Protein gehandelt, d.h., das pol B-codierende Gen gilt als
proto-Onkogen. Albertella et al. konnten in einer weiteren Studie zeigen, dass pol B
sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in anndhernd einem Drittel aller
untersuchten Tumorarten liberexprimiert war [118].

Im Gegensatz zu den oben erwahnten Erkenntnissen zeigten die hoch resistenten
TCam-2-Zellen eine niedrigere Expression von sowohl pol n als auch pol B im Vergleich
mit den NT-2-, NT-2-R- und HT-29-Zellen. Eine Behandlung mit CDDP fiihrte in den
TCam-2-Zellen weder nach einer 3 h- noch nach einer 24 h-Inkubation zu einer
Induktion der Proteine. Im Verlauf nach einer 3 h-Inkubation kam es im Gegenteil
sogar zu einer verminderten Expression beider Polymerasen. Die hohe Resistenz der
TCam-2-Zellen scheint, gerade bei kurzen Inkubationszeiten, multifaktoriell. So
verminderte sich der Gehalt aller untersuchten Proteine nach einer 3 h-Inkubation.
Nach einer 24 h-Inkubation blieb die Expression beider Polymerasen hingegen
unverandert.

Wie bereits die verstarkte BRCA1-Expression vermuten lasst, sind nach langeren CDDP-
Expositionen andere als die hier bestimmte TLS fiir das zellulire Uberleben
entscheidend.

Die initialen Mengen an pol B und poln waren in den NT-2- und NT-2-R-Zellen
vergleichbar hoch und liefern daher keine grundsatzliche Erklarung fir deren
unterschiedliche Resistenzniveaus. In den NT-2-R-Zellen induzierte eine CDDP-
Behandlung sowohl nach 3 h als auch nach 24h und der Zeit nach dem
Mediumwechsel die Expression von pol . Nach 24 h und dem weiteren Zeitverlauf
stieg die Menge an pol B bis auf das 2.87-fache der Kontrolle an. Die Menge an pol n
stieg im Zeitverlauf nach einer 24 h-Inkubation ebenfalls leicht an. In den NT-2-Zellen
veranderte sich der Gehalt an pol n zu keinem Zeitpunkt merklich. In der Zeit nach
einer 24 h Inkubation fiel er minimal ab, wohingegen der Gehalt an pol B zu dieser Zeit
leicht anstieg. Pol n scheint somit fiir die Unterschiede im Ansprechen auf eine CDDP-
Behandlung zwischen NT-2-, NT-2-R- und TCam-2-Zellen von untergeordneter
Bedeutung zu sein. Hingegen sind die Unterschiede in der pol B Expression nach einer
CDDP-Inkubation deutlich ausgepragt. Vor allem eine 24 h-Behandlung induzierte in
den NT-2-R-Zellen eine massive Expression.
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Es scheint moglich, dass die NT-2-R-Zellen eine geringe CDDP-Schadigung nach einer
kurzen Behandlungszeit mittels pol B-vermittelter TLS tolerieren kénnen und daher
resistenter als ihre Elternzelllinie NT-2 sind. Eine héhere DNA-Schadigung scheint die
Kapazitat der Polymerase zu lbersteigen. Auch eine massive Expressionssteigerung
kann das nicht mehr ausgleichen. Auch die bekannte Fehleranfalligkeit der pol 8
konnte die Kapazitat begrenzen. In diesem Zusammenhang ist die Theorie von Hicks et
al. interessant: Zur Reparatur von Interstrang-Crosslinks werden sowohl ein
funktionsfahiges HR- als auch TLS-System unter Einbezug des NER-Proteins ERCC1
bendtigt [115]. Auch die hier beschriebenen Ergebnisse deuten daraufhin, dass in den
untersuchten Zelllinien mind. eines der aufgefiihrten Reparatursysteme bzw. das
Toleranz-System ein Defizit aufweist.

Welches CDDP-DNA-Addukt tatsachlich fur die zytotoxische Wirkung verantwortlich
ist, ist noch immer nicht eindeutig geklart. Zwar gelten die 1,2-d(GpG)-Intrastrang-
Addukte als Hauptkomponente der CDDP-Wirkung [29], aber auch die 1,3-d(GNG)-
Intrastrang-Addukte und die Interstrang-Crosslinks werden weiter diskutiert.
Untersuchungen von Chijiwa et al. deuten darauf hin, dass die 1,3-d(GNG)-Intrastrang-
Addukte in Zellen mit einem NER-Defizit flr die Zytotoxizitat verantwortlich sind [168].
In Rahmen dieser Arbeit wurden die 1,2-d(GpG)-Intrastrang-Addukte und die DNA-
Interstrang-Crosslinks untersucht. Welchen Einfluss die 1,3-d(GNG)-Intrastrang-
Addukte auf die unterschiedlichen Resistenzniveaus der Keimzelltumorzelllinien
haben, bedarf weiterer Untersuchungen.
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4.3.3 Ausblick

Alle bisherigen Untersuchungen zeigen, dass die CDDP-Resistenz ein multifaktorielles
Ereignis darstellt. Eine Chemoresistenz in TGCTs wird nicht nur durch einen einzelnen
Prozess vermittelt [83].

Inwieweit die beobachteten Unterschiede in der CDDP-Sensitivitat zwischen NT-2- und
NT-2-R-Zellen nach einer Kurzbehandlung von 3 h durch eine NER-vermittelte
Schadensreparatur bedingt sind, konnte durch weitere Untersuchungen geklart
werden. So konnte z.B. die nahere Beobachtung der Adduktspiegel nach einer 3 h-
Inkubation Aufschluss geben. Die Untersuchung weiterer am NER beteiligter Proteine
und deren Expression in den NT-2- bzw. NT-2-R- und TCam-Zellen kénnten Ergebnisse
Uber die Kapazitat des NER-Systems in den Keimzelltumoren liefern.

Pol B ist die zudem die wichtigste Polymerase des Basen-Exzisions-Reparatur-Systems
(BER) [34]. In der Literatur finden sich vereinzelte Hinweise, dass auch die BER an einer
CDDP-Resistenz beteiligt sei [169]. Ob nun eine TLS oder eine BER unter pol -
Beteiligung zu der in den NT-2-R-Zellen induzierten CDDP-Resistenz beitragt, sollte in
weiteren Untersuchungen ebenfalls geklart werden.

Analysen des chromosomalen Musters, der RNA und der Proteine sind notwendig und
erganzen sich, da Veranderungen auf chromosomaler Ebene z.B. nicht zwangslaufig
auf den spateren Proteinstatus oder deren Funktionsfdhigkeit Ubertragen lassen.
Knockdown- sowie Knockin-Experimente mittels Transfektion hinsichtlich der hier
identifizierten Proteine kdnnen ebenfalls Aufschluss liber deren Bedeutung fiir die
CDDP-Resistenz geben. Von besonderem Interesse sollte hierbei auch die BRCA1-
Expression in den TCam-2-Zellen und deren Einfluss auf die Apoptosekaskade sein.
Desweiteren scheint die Inkubationsdauer einen Einfluss auf die Zellantwort zu haben
und bedarf somit ebenfalls weiterer Untersuchungen.

Ein Protein, dem eine wichtige Rolle fiir die Chemosensitivitdt von Keimzelltumoren
zugedacht wird, ist p53 [4]. Allerdings konnten Untersuchungen zeigen, dass diese
Sensitivitat in Keimzelltumoren in p53-unabhangigen Signalwegen begriindet sein kann
[63, 64]. Inwieweit diese Signalwege fiir die Resistenzentwicklung der NT-2-R-Zellen
mitverantwortlich sind, sollte in weiteren Analysen ebenfalls bestimmt werden.
Interessant ist hierbei auch die tiefere Analyse der in den TCam-2-Zellen vermutlich
veranderten Apoptoseneigung. Hierfiir sollten auch Analysen der Signalproteine ATM,
ATR, Chk1 und Chk2 erfolgen.
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Die in dieser Arbeit zusammengetragenen Ergebnisse deuten daraufhin, dass in allen
untersuchten Zelllinien mind. eines der aufgeflihrten Reparatursysteme und / oder das
TLS-System, ein Defizit aufweist. Das Zusammenspiel der an der DNA-
Schadensbearbeitung beteiligten Mechanismen und die Bestimmung des Einflusses der
1,3-d(GNG)-Intrastrang-Addukte koénnten Hinweise fir die unterschiedlichen
Resistenzniveaus liefern.

Hinsichtlich der hohen intrinsischen CDDP-Resistenz der TCam-2-Zellen ist es
interessant, dass Glaesener in einem Proteomvergleich der Seminomzelllinie TCam-2
im Vergleich mit deutlich sensitiveren Embryonalkarzinomzelllinien (auch NT-2 und
NT-2-R) zeigen konnte, dass mehrere Proteine, die im Zusammenhang mit
Detoxifizierungsmechanismen stehen, in den TCam-2-Zellen starker exprimiert waren.
Dazu gehorten z.B. Glutathion-S-Transferase P1 (GSTP1) und Peroxiredoxin [17].
Moglicherweise steht den TCam-2-Zellen so ein Weg zur Verfligung, die Behandlung
mit CDDP eher zu tolerieren, wodurch sich auch das hohe Resistenzniveau erklaren
lieBe. Die im Verlauf dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen lieBen zwischen
den Zelllinien keine Unterschiede in der CDDP-induzierten DNA-Schadigung sowie dem
Gehalt an platinierter DNA erkennen. Weitere Untersuchungen, wie Western Blot
Analysen der identifizierten Proteine und siRNA- bzw. Antisenseexperimente nach
CDDP-Behandlung, konnten weitere Erkenntnisse zur Resistenzentwicklung und
Zellkulturadaption der TCam-2 Zellen hervorbringen.

Erganzend dazu sollte in den drei Zelllinien der MMR-Status bestimmt werden. Das
MMR-System ist in viele der hier untersuchten Systeme involviert und kann diese
vielfaltig modulieren.

Die hier beschrieben Daten liefern eine vergleichende Analyse zur CDDP-Toxizitat, zur
Bildung von Platinaddukten und der DNA-Reparatur sowie lber die Effekte auf die
Zellzyklusregulation in der CDDP-sensitiven Embryonalzelllinie NT-2, ihrem resistenten
Subklon NT-2-R und der ersten etablierten Seminomzelllinie TCam-2. Die Vermutung,
dass die Chemoresistenz gegen CDDP in Keimzelltumoren nicht auf wenige klar
definierte Prozesse beschrankt ist, sondern ein multifaktorielles Ereignis darstellt, wird
bestarkt.
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4.4 Untersuchung der TCam-2 Zellen nach Bestrahlung

Die Zelllinie TCam-2 stellt die erste und bisher einzig etablierte Seminomzelllinie dar
[18, 19]. Aus diesem Grund ist es nicht moglich, einen Gruppenvergleich mit anderen
Seminomzelllinien durchzufiihren. Die hier durchgefiihrten Untersuchungen liefern
somit entscheidende neue Erkenntnisse. Untersuchungen an Seminomen erméglichen
auBerdem die Erforschung friherer Schritte der Keimzelltumorigenese.

Seminome gelten als radiosensitiv und die adjuvante Radiotherapie gilt als Standard
bei der Behandlung von Seminomen der Stadien | bis Ilb. [7, 8, 10, 11]. Im Stadium der
Organmetastasierung ist die adjuvante Chemotherapie indiziert. Mit dem Einsatz
dieser beiden effizienten Behandlungsverfahren haben Seminom-Patienten
heutzutage eine normale Lebenserwartung.

In den vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
TCam-2-Zellen trotz der deutlich ausgepragten CDDP-induzierten DNA-Schadigungen
eine Chemoresistenz aufwiesen. Die im abschliefenden Teil der Arbeit gewonnenen
Erkenntnisse sollten nun klaren, welche Zellantworten durch eine Bestrahlung
ausgeldst werden und ob sich diese vom Ansprechen nach einer CDDP-Behandlung
unterscheiden. Insbesondere sollte analysiert werden, ob eine Bestrahlung einen
Zellzyklusarrest verursachen kann und inwieweit ein Zusammenhang zwischen der
strahleninduzierten DNA-Schadigung und der Radiosensitivitat besteht. Schwerpunkt
war die vergleichende Analyse der beiden Therapieoptionen.

4.4.1 Betrachtung der strahleninduzierten Toxizitat

4.4.1.1 Koloniebildungsvermogen

Analog der CDDP-Behandlung wurde eine ICso der Strahlendosis bestimmt. Die
dosisabhangige Abnahme der Koloniebildung verlief anndhernd linear. Die ICsq lag
bei 3.9 Gy. Eine Dosis von 6 Gy reduzierte die Zahl gebildeter Kolonien auf
30.2 % * 6.8 %. Das war vergleichbar mit einer CDDP-Behandlung von 15 uM Uber 3 h
(31.7% £ 11.2%). Auch nach einer Bestrahlung konnte kein Verlust der
Proliferationsfahigkeit beobachtet werden. Die vergleichende Analyse ergibt somit
eine relative Radioresistenz fiir die TCam-2-Zellen.

Es ist interessant zu wissen, wie Zellliberlebenskurven nach einer Strahlentherapie
erklart und normalerweise interpretiert werden. Im linearen Malstab gezeichnet,
verlaufen Zelliberlebenskurven (Dosis-Effekt-Kurven) nach Bestrahlung gewdhnlich
sigmoidal. Die Darstellung erfolgt daher halblogarithmisch. Je nach untersuchtem
System ergeben sich unterschiedlich stark gekrimmte Kurven (sogenannte
Schulterkurven). Bei niedrigen Dosen verlaufen sie flach, gefolgt von einer ,Schulter”
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und fallen dann bei hohen Dosen gerade, also exponentiell, ab. Die Breite der Schulter
zeigt die Erholungsfahigkeit des betreffenden Systems. Zur Interpretation der
Zelliberlebenskurven nach Bestrahlung gibt es zwei Modelle: Das Multitarget-Modell
und das Linear-quadratische-Modell. Die jeweils enthaltenen Parameter geben
Auskunft Gber die Strahlenresistenz und Reparatur- bzw. Erholungsfahigkeit der Zellen
[170]. Das linear-quadratische-Modell dient der mathematischen Behandlung von
Zelliberlebenskurven und zur Beschreibung klinischer Endpunkte in der
Strahlentherapie. Es wird daher nicht ndher besprochen. Im Multitarget-Modell
beschreiben drei Parameter die Schulterkurve (siehe Abbildung 4.1).

Do beschreibt die Dosis im geradlinigen Teil der Dosis-Effekt-Kurve, die die Zahl der
Uberlebenden Zellen auf 37 % vermindert und ist ein MaR der Strahlenresistenz.

Die Extrapolation des linearen Anteils auf die Dosis 0 ergibt am Schnittpunkt mit der
Ordinate die Extrapolationszahl n. Diese beschreibt die Zahl der empfindlichen
Bereiche einer Zelle und charakterisiert die Breite der ,Schulter”. Ist n = 1, so erhalt
man in der halblogarithmischen Darstellung eine Gerade, d.h. es findet keine
Reparatur statt. Je grofRer n, desto hoher ist die Reparaturleistung der Zelle.

Dq ist der Schnittpunkt der Geraden mit der 100 % Uberlebensrate 1. Sie ist ebenfalls
ein MaR fir die Breite der Schulter.

Es besteht folgende Beziehung: Dq = Dg x log n

Uberlebende Zellen

TR
LY

0 LY

N D“;r D, + D.J
Dy =68GY ™\ Dyyw 2 Gy + 4,1 Gy w 6,8 Cy

037
Do=2.7 Gy Abbildung 4.1:

010 \ Schematische Darstellung des Multitarget-

Modells, mit freundlicher Genehmigung
des Huber Verlags, aus Fritz-Niggli, H.:
Strahlengefdhrdung / Strahlenschutz.  Ein
Leitfaden fir die Praxis, 4. Aufl.,, Huber
Verlag, Bern-Stuttgart-Toronto 1997 [171],
0,01 ——v S 124 LUNSE, 1. . e zitiert nach [170]. Erlduterungen siehe Text.
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Die Dosis-Effekt-Kurve des CFA nach Bestrahlung ergab einen linearen Verlauf der
Proliferationshemmung. Unter Anwendung des Multitarget-Modells ergibt sich, dass in
den TCam-2-Zellen keine Reparatur der induzierten Schadigungen stattfindet.

Der SF(2)-Wert ist ein weiterer Parameter zur Interpretation der Strahlensensitivitat.
Er beschreibt den Anteil Uberlebender Zellen nach Bestrahlung mit 2 Gy. In den
TCam-2-Zellen lag er bei 0.71. Van den Aardweg et al. haben in ihren Untersuchungen
an primdren und metastasierenden uvealen sowie kutanen Melanomzelllinien fiir den
SF(2)-Wert eine Spanne 0.026-0.69 gefunden [172]. Im Vergleich dazu fanden
El-Awady et al. hinsichtlich der Radiosensitivitat von neun Zelllinien unterschiedlicher
Tumorarten SF(2)-Werte von 0.17-0.63 [173]. Der hier gefundene Wert (0.71) in den
TCam-2-Zellen ist damit vergleichsweise hoch und spricht fir eine relative
Radioresistenz.

Die TCam-2-Zellen kdnnen also nicht nur eine CDDP-Behandlung sondern auch eine
Bestrahlung Uberleben. Dies widerspricht erneut den klinischen Daten und bestarkt die
Vermutung einer veranderten Anlage zur Apoptoseinduktion bzw. einer
Apoptoseresistenz in der TCam-2-Zelllinie.

4.4.1.2 Beeinflussung des Zellzyklus

Bei Patienten sowie in der nichtsynchronisierten Zellkultur werden die Zellen bei einer
Bestrahlung in ganz unterschiedlichen Zellzyklusphasen getroffen [170] und es kommt
zu einer Umorganisation dieser. In den TCam-2-Zellen konnten sowohl 24 h als auch
48 h nach einer Bestrahlung weder ein Zellzyklusarrest noch Verschiebungen in der
Zellzyklusverteilung beobachtet werden. Es war auch kein Einfluss der Strahlendosis
auf die Zellzyklusverteilung feststellbar. Nach einer CDDP-Behandlung konnte ein
konzentrationsabhangiger Anstieg der sub-G;-Fraktion und eine veranderte
Zellzyklusverteilung beobachtet werden. Mdglicherweise reichte eine Strahlendosis
von 6 Gy noch nicht aus, eine solche Veranderung zu induzieren.

Vavrova et al. beobachteten, das Leukamiezelllinien nach Bestrahlung mit einer
niedrigen Dosisrate bis zu 2.5 Gy in der G,-Phase akkumulierten. Sie gelangten
daraufhin entweder in die Mitose oder, wenn der Zellschaden nicht ausreichend
repariert wurde, in die Apoptose. Der Eintritt in die Mitose hatte einen
radiosensibilisierenden Effekt [174]. Auch Short et al. postulierten, dass eine
Unterbindung der Aktivierung des G,-Kontrollpunkts in Gliomazelllinien diese selektiv
fur eine Bestrahlung sensibilisiert [175]. Andere Gruppen bestatigen die Wichtigkeit
eines intakten G,-Kontrollpunkts fiir das Uberleben der Zellen [176, 177]. ATM,
DNA-PK und p53 scheinen wichtige Mediatoren der Zellzykluskontrolle nach
Bestrahlung zu sein [176, 178].
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Interessanterweise scheint also auch nach einer Bestrahlung, dhnlich wie nach einer
CDDP-Behandlung, die G,-Phase fiir das zellulire Uberleben bzw. die strahlen-
induzierte Toxizitat von entscheidender Wichtigkeit zu sein.

4.4.2 DNA-Schadigung nach Bestrahlung

Die Bildung der DSB stellt einen wichtigen toxischen Wirkungsmechanismus einer
Strahlentherapie dar. Eine Bestrahlung fihrt direkt zur Bildung offener DNA-
Doppelstrangbriiche. Die Bildung und der Verlauf von DSB sollen in den TCam-2-Zellen
auch nach Bestrahlung betrachtet werden. Die Wirkung einer Strahlenbehandlung auf
die Bildung von yH2AX-Foci ist gut dokumentiert. Ein Focus steht dabei fiir einen DSB
[107]. Die Bestimmung von yH2AX und deren Verlauf gibt also eine Auskunft Gber die
Schadensinduktion und den Verlauf der Schadigung. Umgekehrt bedeutet auch hier
eine Reparatur der DNA-Schadigung nicht zwangslaufig ein Verlust an yH2AX-Foci [157,
158]. Oftmals bleiben auch trotz erfolgreicher Re-Ligation yH2AX-Foci detektierbar
[110].

4.4.2.1 DSB und deren Verlauf

Die DNA-Schadigung war nach Bestrahlung groRer als nach einer CDDP-Behandlung. Es
kam ebenfalls zu keiner Reduktion an yH2AX-positiven Zellen (iber die Zeit oder
abhangig von der Strahlendosis. Ein Minimum an yH2AX-positiven Zellen zeigte sich
24 h nach Bestrahlung mit einer Strahlendosis von 1 Gy (40.9 % + 22.3 %) und ein
Maximum an yH2AX-positiven Zellen 48 h nach Bestrahlung mit einer Dosis von 6 Gy
(67.0% +10.7 %). Im Vergleich dazu induzierte eine CDDP-Behandlung einen
maximalen Anteil an yH2AX-positiven Zellen von 47.6 % * 13.5 % nach 48 h Inkubation
mit 2.5 UM und anschlieRender cisplatinfreier Inkubationszeit von weiteren 24 h.
Interessanterweise scheint yH2AX die Zellzykluskontrollpunkte nach geringer DNA-
Schadigung selbst zu modulieren und somit Zeit flir eine Reparatur zu ermdglichen.
Eine Abnahme an yH2AX-Foci scheint nur bei geringer DNA-Schadigung mit der
Reparaturaktivitat zu korrelieren, normalerweise bei weniger als 150 DSB pro Genom
und nur in Zellen mit funktionsfahigen Reparatursystemen [110]. Eine Analyse der
Anzahl der DSB je Zellkern nach einer Bestrahlung konnte zeigen, in welchem Ausmal
DSB in den TCam-2-Zellen induziert werden und inwieweit der hier aufgetretene
Schaden die Reparaturkapazitat beansprucht.
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El-Awady et al. zeigten aulerdem, dass die initiale Anzahl der DSB, aber nicht deren
Reparatur, wichtig fir die Radiosensitivitat ist [173]. 24 h nach Bestrahlung konnte
keine Korrelation mehr zwischen der Anzahl der DSB (gemessen mittels konstant- und
graduiert-Feld Gel Elektrophorese (CFGE bzw. GFGE)) und der Radiosensitivitat
(gemessen mittels CFA und SF(2)-Wert) beobachtet werden. Der Restschaden nach
24 h war nicht nur durch die Anzahl der verbleibenden DSB, sondern auch durch
Apoptose und einen fortschreitenden Zellzyklus beeinflusst. Diese Faktoren begrenzen
auch die verwendete Methode zur DSB-Bestimmung.

Inwieweit diese Beobachtungen auch auf Keimzelltumore, und dabei insbesondere auf
Seminome zutreffen, kdnnte die Bestimmung der initialen DNA-Schadigung direkt nach
Bestrahlung zeigen.

Im Gegensatz dazu zeigten Banath et al., dass die Retention der yH2AX-Foci fir die
Voraussage einer letalen DNA-Schadigung geeignet sei [156]. Dies widerspricht den
hier erhaltenen Daten. In den TCam-2-Zellen war die Anzahl yH2AX-positiver Zellen
sowohl nach 24 h als auch nach 48 h sehr hoch, insbesondere im Vergleich mit einer
CDDP-Behandlung. Sie konnten aber nach der Bestrahlung mehr Kolonien bilden als
nach der CDDP-Behandlung.
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4.4.3 Ausblick

Weitere Untersuchungen zum Koloniebildungsvermégen nach Bestrahlung,
insbesondere mit hoheren Dosen, kdnnten weitere Einblicke liber die Radiosensitivitat
der TCam-2-Zellen geben. So widre die Bestimmung einer Strahlendosis, die die
Proliferationsfahigkeit vollstdndig inhibiert, zur Einordnung der Zelllinie hinsichtlich
einer Radiosensitivitat oder Radioresistenz hilfreich.

Hier erfolgten die Untersuchungen friihestens 24 h nach der Bestrahlung. Es kann
somit nicht ausgeschlossen werden, dass in den ersten Stunden nach der Bestrahlung
ein Zellzyklusarrest auftritt, der anschlieRend wieder behoben wird oder die
eingesetzte Strahlendosis fiir einen Zellzyklusarrest noch zu niedrig war. Weitere
Untersuchungen kénnen Aufschluss geben. Ebenso sollte ndher bestimmt werden, ob
in den TCam-2-Zellen, wie bereits nach einer CDDP-Behandlung vermutet, Defizite in
der Kontrollpunkt-Aktivierung sowie in der Expression und Funktionalitdt wichtiger
Signalmediatoren vorliegen. So sollte der Status von ATM, DNA-PK und p53 analysiert
werden. In der Literatur beschriebene Daten weisen darauf hin, dass das Fehlen eines
Zellzyklusarrests eine Radiosensitivitat erhoht [174, 175, 177].

Im Gegensatz zu der CDDP-Behandlung erfolgte die Untersuchungen ausschlieBlich
24 h bzw. 48 h nach der Bestrahlung. Ob die Anzahl der DSB Uber die Zeit zunachst
ansteigt, konnten Untersuchungen zu friiheren Zeitpunkten liefern. Die Bestimmung
vH2AX-positiver Zellen nach Bestrahlung weist eine groflere Schadigung als nach einer
CDDP-Behandlung auf. Die Bestimmung der Anzahl yH2AX-Foci pro Zellkern kénnte
somit tiefere Einblicke in die strahleninduzierte Zellantwort liefern und genauere
Aussagen Uber mogliche Reparaturerfolge erlauben.

Interessanterweise scheint die Expression von BRCA1l auch einen Einfluss auf die
Radiosensitivitdat von Tumorzellen zu haben. BRCA1 ist als Tumorsuppressor fir die
genomische Stabilitdt mitverantwortlich. In mehreren Studien konnte gezeigt werden,
dass BRCA1-Mutationen zu chromosomaler Instabilitat, friihzeitiger Alterung und der
Bildung von Lymphomen, Ovarial- und Brusttumoren flihren kann [100]. Es wurde
ebenfalls gezeigt, dass BRCA1-Defizite einen Einfluss auf die Radiosensitivitat haben.
Allerdings wird die BRCA1-Beteiligung widerspriichlich diskutiert. So konnten Zhou et
al. zwar eine Beteiligung von BRCA1 an der Rad51-Bildung nach CDDP-Behandlung
feststellen. Die Rad51-Bildung nach strahleninduzierten DSB war allerdings BRCA2-
abhangig [179]. Rad51 ist das zentrale Protein der HR und diese wiederum ist wichtig
flir die Reparatur strahleninduzierter DSB. Interessant ist daher die Bestimmung
weiterer, insbesondere an der Bearbeitung von strahleninduzierten DNA-Schadigungen
beteiligter Proteine.
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Die in Seminomen geringe Expression des anti-apoptotisch wirkenden BRCA1 wird fiir
deren hohe Apoptoseneigung mitverantwortlich gemacht [139]. In den TCam-2-Zellen
sollten gerade auf diesem Gebiet weitere Untersuchungen folgen. Die Verdanderungen
hinsichtlich der Apoptoseneigung konnten auch fir die Behandlung andere
Tumorarten interessant sein, z.B. wenn dort Defizite in der Apoptoseeinleitung bzw. -
weiterleitung fiir Resistenzen verantwortlich sind. Welche tiefere Bedeutung die
vermeintlich  veranderte  Apoptoseneigung auf die Ergebnisse  einer
Strahlenbehandlung hat, sollte in weiteren Untersuchungen geklart werden.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Frage, welche Mechanismen an einer
Resistenz bzw. Resistenzentwicklung von Keimzelltumoren des Hodens gegeniber
Cisplatin (CDDP) beteiligt sind. Die Untersuchungen erfolgten in vitro an den
Embryonalkarzinomzelllinien NT-2 und ihrer generierten, CDDP-resistenten Sublinie
NT-2-R sowie der Seminomzelllinie TCam-2. CDDP wurde in Anlehnung an die
unterschiedlichen Therapieprotokolle iber verschiedene Zeiten eingesetzt.

Die Ergebnisse zeigen, dass die drei Zelllinien ganz unterschiedliche Resistenzniveaus
aufwiesen und dass diese Unterschiede fiir kurze Inkubationszeiten ausgepragter
waren. Es waren zwischen den Zelllinien keine statistisch signifikanten Unterschiede in
der Bildung der Platinaddukte zu beobachten. Unterschiede in der CDDP-Aufnahme
bzw. CDDP-Eliminierung scheinen daher fiir die Unterschiede in der
CDDP-Empfindlichkeit keine Rolle zu spielen. Nach einer Kurzbehandlung tber 3 h
schienen NT-2-R-Zellen diese Addukte allerdings effizienter entfernen zu kénnen als
die NT-2-Zellen und auch effizienter als nach einer langeren Behandlungszeit. Eine
CDDP-Behandlung induzierte in den NT-2-R-Zellen die Expression von ERCC1 und pol B.
Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass diese Zellen versuchen, die DNA-Schaden zu
reparieren, aber die Kapazitdt des Reparatursystems begrenzt ist. Sie lassen auRerdem
vermuten, dass eine erhohte Schadenstoleranz eher an der Resistenzentwicklung und
den Unterschieden zur Elternzelllinie NT-2 beteiligt zu sein scheint. Auch hier scheint
die Kapazitat begrenzt. Die bekannte Fehleranfalligkeit der pol  kdnnte zu dieser
verminderten Kapazitat zusatzlich beitragen.

In den TCam-2-Zellen wurde der hochste ERCC1-Gehalt gemessen. Der Gehalt dieses
Proteins konnte in anderen Zellkulturmodellen sowie in Patientenzellen als Marker
einer CDDP-Resistenz identifiziert werden. Die hier gewonnenen Ergebnisse
unterstitzen diese Vermutung. Die erhéhte ERCC1-Expression war allerdings nicht mit
einer erhohten Fahigkeit der Adduktentfernung assoziiert.

Die Ergebnisse zeigten auRerdem, dass nach einer CDDP-Inkubation in den
untersuchten Keimzelltumorzelllinien die Bildung von yH2AX-Foci induziert wird. Es
wird  postuliert, dass aufgrund einer Adduktreparatur und geblockter
Replikationsgabeln DNA-DSB entstehen. Induktion und AusmaR dieser sekundaren
DNA-Schadigungen waren in den NT-2-R-Zellen tendenziell geringer und in den
TCam-2-Zellen eher hoher ausgepragt. Die Unterschiede waren in den drei Zelllinien
statistisch nicht signifikant. Die sekunddren DNA-Schadigungen scheinen fir die
unterschiedlichen Resistenzniveaus weniger bedeutend zu sein.
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Die grofRten Unterschiede zwischen den Zelllinien wurden in den Zellzyklusanalysen
sowie in der Zelltodinduktion gefunden. Eine CDDP-Behandlung fiihrte in den NT-2-
und NT-2-R-Zellen zu einer transienten S-Phase-Verschiebung gefolgt von einem G,/M-
Arrest. Diese fuhrte zu einem deutlichen Anstieg der sub-G;-Fraktion. Diese Effekte
waren in den NT-2-Zellen starker ausgepragt. Der Zelltod in den NT-2-Zellen war durch
eine DNA-Fragmentierung und einen Verlust der Membranintegritat charakterisiert.
Diesem fehlte aber eine Prasentation von Phosphatidylserin, einem Kennzeichen der
Apoptose. Die TCam-2-Zellen zeigten nach einer CDDP-Behandlung nur minimale
Veranderungen in der Zellzyklusverteilung. Auch eine Bestrahlung flihrte nicht zu
einem Zellzyklusarrest. Es konnte auch keine Reparatur der strahleninduzierten DSB
beobachtet werden. Bereits in friiheren Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
eine BRCA1-Expression mit einer CDDP- und Radioresistenz assoziiert ist. Dies scheint
an dessen Apoptose-modulierender Eigenschaft zu liegen. BRCA1 wurde einzig in den
TCam-2-Zellen exprimiert.

Die Ursachen der beobachteten Resistenzunterschiede in den drei Zelllinien liegen
vermutlich in veranderten, unterdriickten oder modulierten Zelltod-Signalwegen. Eine
verstarkte DNA-Reparatur scheint nur eine untergeordnete Rolle fiir die
Resistenzentwicklung zu spielen. Wie grol8 die klinische Bedeutung dieser
Mechanismen ist, wird sich in zukiinftigen Untersuchungen zeigen.
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6 Summary

This thesis is dealing with the question, which molecular mechanisms are involved in
resistance and development of resistance in testicular germ cell cancer against CDDP,
respectively. In an in vitro model the embryonal carcinoma cell line NT-2 and its CDDP-
adapted counterpart NT-2-R as well as the seminoma cell line TCam-2 were
investigated. According to the existing therapy regimes CDDP was used for different
time periods.

The results show that the three cell lines exhibit different resistance levels and that
these differences were more pronounced for shorter incubation periods. Differences in
adduct formation were statistically non significant. Therefore, neither CDDP uptake
nor CDDP elimination seem to be responsible for the different resistance level. After
3 h of incubation, NT-2-R cells seemed to remove these adducts more efficiently than
NT-2 cells and more efficiently than after longer incubation periods. In NT-2-R cells,
incubation with CDDP induced the expression of ERCC1 and pol B. These data indicate
that the cell lines try to repair the DNA damage but capacity of the repair system
seems limited. Presumably, rather an elevated damage tolerance is involved in the
development of resistance and the differences compared to the parental line NT-2.
Likewise, capacity seems limited. Additionally, the proven low-fidelity of pol § might
additionally restrict this capacity.

The highest ERCC1 level was measured in TCam-2 cells. ERCC1 expression level was
found to be a marker for CDDP resistance, as shown in other cell culture models as
well as tumor samples, which is confirmed by the results of the TCam-2 cells. However,
the elevated protein expression was not associated with an elevated capability of
adduct removal.

Here, it was shown that CDDP induced the formation of yH2AX-Foci in the analyzed
germ cell cancer cell lines. It is postulated that DNA double strand breaks occurred
because of an adduct repair and stalled replication forks. By trend, induction and
extent of such secondary DNA damage was less pronounced in NT-2-R cells and more
pronounced in TCam-2 cells. Differences between the three cell lines were not
statistically significant. However, formation of these secondary DNA damage seemed
to be of minor importance for the explanation of the different resistance level.

Differences between NT-2, NT-2-R and TCam-2 cells were most pronounced in cell
cycle modifications and cell death induction. In both NT-2 and NT-2-R cells CDDP
incubation resulted in an extended S phase that gave way to a G,/M arrest and finally
to apoptosis, measured as an increase in sub-G; fraction. These effects were more
pronounced in NT-2 cells.
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Cell death in NT-2 cells was characterized by DNA fragmentation and loss of membrane
integrity, but lacking phosphatidyl serine externalisation, a hallmark of apoptosis.
TCam-2 cells only showed minor cell cycle modifications after CDDP incubation. In
addition, radiation did not result in a cell cycle arrest either. No repair of the radiation-
induced DSB was observed. Already, former analyses showed that expression of BRCA1
is associated with CDDP and radio-resistance. This might be due to its modulating
effects on apoptosis. BRCA1 was expressed exclusively in TCam-2 cells.

Thus, the observed differences in resistance may be due to altered, suppressed or
modulated cell death pathways. An elevated DNA repair seems to be of minor
responsibility. Clinical impact of these mechanisms warrants further investigations.
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7 Material und Methoden

7.1 Gerate

Elektrophorese + Western Blot (WB)

Mini-V 8.10 Vertical Gel Electrophoresis System + Blot module, Fa. Whatman Biometra
GmbH, Goéttingen, Deutschland

FACS
FACScalibur, Fa. BD, Franklin Lakes, NJ, USA

Fluoreszenzmikroskope
Zeiss Axioplan 2 imaging, Fa. Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Zeiss Axio Observer Z.1, Fa. Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

Geldokumentationskammer

UVichemi 12.1 mit Software UVIprochemi 12.1, Fa. Uvitec Ltd, Cambridge, UK

Inkubator

HeraCell, Fa. Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau, Deutschland

Lichtmikroskop

Olympus IX51, Fa. Olympus Optical GmbH, Hamburg, Deutschland

Luminometer

Anthos Lucy2 mit Software Lucysoft 1.6, Fa. Anthos Mikrosysteme GmbH, Krefeld,
Deutschland
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pH-Meter

Metrohm 605 mit Glaselektrode Metrohm 6.0233.100, Deutsche Metrohm GmbH &
Co.KG, Filderstadt, Deutschland

Rontgenrdhre

Xstrahl RS225 research system, Fa. Gulmay Medical Ltd, Camberley, Surrey, UK

Thermoblock

Thermomixer comfort, Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

UV/VIS-Spektrometer
Wallac 1420 Victor? Multilabel Reader, Fa. Perkin-Elmer, Waltham, USA

Genesys 10uv scanning, Fa. Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Zentrifugen
Heraeus Labofuge 400R, Fa. Kendro Laboratory Products GmbH, Hanau, Deutschland

Mini Spin, Fa. Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zytostatikawerkbank

Gelaire BSP 72, mikrobiologische Sicherheitswerkbank Klasse 2, Fa. Gelaire’™ '°

Sydney, Australien
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7.2 Zellkultur

Die Keimzelltumorzelllinien NT-2, NT-2-R und TCam-2 wurden freundlicherweise von
Dr. Friedemann Honecker, Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf, zur Verfiigung
gestellt, die Zelllinie TCam-2 mit zusatzlicher Genehmigung von Prof. Looijenga,
Erasmus MC-University Medical Center Rotterdam.

Die Kolonkarzinomzelllinie HT-29 wurde freundlicherweise von der Indivumed GmbH,
Hamburg, Deutschland zur Verfiigung gestellt.

Um sicherzustellen, dass sich die Zelllinien wahrend der Kultivierung und der Analysen
nicht verandern, wurden das Wachstumsverhalten und die Morphologie der Zellen
kontinuierlich beobachtet.

7.2.1 NT-2

Wie in Abschnitt 1.1.2.1 erwadhnt, stammen die Zellen aus einem Xenograft-Tumor der
humanen Teratokarzinomzelllinie Tera-2 [16].

Die Kultivierung erfolgt bei 37 °C mit 5 % CO, in DMEM + Glutamax |, versetzt mit 10 %
FBS und 1 % Penicillin-Streptomycin-Lésung.

Die Zellen wachsen adhdrent im Monolayer. Alle zwei bis drei Tage werden die
Kulturen passagiert: Hierflir werden die Zellen zunachst mit einer Trypsin-EDTA-LOsung
(0.05) von der Kulturflasche gelost, im Verhaltnis 1:3 bis 1:6 aufgeteilt und in neue
Kulturflaschen umgesetzt. Die Zelldichte nach dem Passagieren sollte 1-3x10° Zellen
betragen. Die Verdopplungszeit der NT-2 Zellen liegt bei 31 h. Das DSMZ gibt eine
Populationsverdopplungszeit von 50-60 h an. Dort werden die Zellen allerdings anders
kultiviert: 85 % Dulbecco's MEM + 10 % FBS + 5 % Pferdeserum bei 37 °C und 10 % CO,.

Die Zellen werden spatestens in Passage n + 11 wieder eingefroren.

Zur langfristigen Lagerung werden 4-5x10° Zellen in Kulturmedium versetzt mit 10 %
DMSO zunachst iber Nacht bei -80 °C eingefroren und anschliefend in fllissigem
Stickstoff aufbewahrt.

Nach dem Auftauen werden die Zellen in Ty-Kulturflaschen uberfiihrt, als n+1
bezeichnet und nach 24-48 h, je nach Zelldichte, das erste Mal passagiert.

Fir die Versuche wurden ausschlieBlich Zellen der Passagen n+4 bis n+9 verwendet.

Tabelle 7.1: verwendete Reagenzien

Penicillin-Streptomycin-Lésung ~ 10.000 Units/ml Penicillin + 10.000 pg/ml Streptomycin

1x Trypsin-EDTA-LOsung (0.05) 0.5 g/l Trypsin + 0.2 g/| EDTA®4Na
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7.2.2 NT-2-R

Wie in Abschnitt 1.1.2.2 erwdhnt, wurde die Zelllinie aus den NT-2-Zellen durch
dauerhafte Kultivierung in cisplatinhaltigem Medium aufsteigender Konzentration
gezlichtet. Die Klassifizierung einer daraus resultierenden Resistenz erfolgte mittels
MTT-Assay. Verwendung fanden ausschlieRlich Zellen mit einer ICsqg = 5.5 uM (Stand
bei Erhalt der Zellen). AuBerdem unterscheiden sich die NT-2-R-Zellen morphologisch
von den NT-2-Zellen (siehe Abbildung 7.1 und Abschnitt 7.3.1).
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Abbildung 7.1:  NT-2-Zellen (links) und NT-2-R-Zellen (rechts)

Die Kultivierung der NT-2-R Zellen erfolgt in Analogie zur Kultivierung der NT-2-Zellen
(siehe Abschnitt 7.2.1).

Die Verdopplungszeit der NT-2-R-Zellen liegt bei 35 h. Zum Erhalt der Resistenz erfolgt
zwei bis drei Passagen vor dem Wiedereinfrieren fiir 48 h eine Kultivierung in
cisplatinhaltigem Medium (0.66 umol). Die anschlieRende Kultivierung fir mind. eine
weitere Passage in cisplatinfreiem Medium dient der Erholung der Zellen. Die Zellen
werden spatestens in Passage n+11 wieder eingefroren.

Fir die Versuche wurden ausschlieflich Zellen der Passagen n+4 bis n+9 verwendet.

Tabelle 7.2: Verwendete Reagenzien

Penicillin-Streptomycin-Lésung ~ 10.000 Units/ml Penicillin + 10.000 ug/ml Streptomycin

1x Trypsin-EDTA-L6sung (0.05) 0.5 g/l Trypsin + 0.2 g/| EDTA®4Na

cisplatinhaltiges Medium 10 pl CDDP Stammlésung 0.5 mg/ml auf 25 ml Medium

7.2.3 TCam-2

Die TCam-2-Zellen stammen aus dem primaren testikuldren Seminom eines 35-
jahrigen Patienten (siehe Abschnitt 1.1.2.3) [19].

Die Kultivierung erfolgt bei 37 °C mit 5% CO, in RPMI-1640-Medium + Glutamax I,
versetzt mit 10 % FBS und 1 % Penicillin-Streptomycin-Losung.
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Die Zellen wachsen adhadrent im Monolayer. Alle drei bis vier Tage werden die Kulturen
passagiert. Daflir werden die Zellen zunachst mit einer Trypsin-EDTA-L6sung (0.5) von
der Kulturflasche geldst, im Verhaltnis 1:2 bis 1:3 aufgeteilt und in neue Kulturflaschen
umgesetzt. Die Zelldichte nach dem Passagieren sollte 3-4.5x10° Zellen betragen. Die
Verdopplungszeit der TCam-2 Zellen liegt bei ca. 50 h. Die Zellen werden spatestens in
Passage n+10 wieder eingefroren.

Zur langfristigen Lagerung werden 5x10°-1x10° Zellen in Kulturmedium versetzt mit
10 % DMSO zundchst tGber Nacht bei -80°C eingefroren und anschliefend in fliissigem
Stickstoff aufbewahrt.

Nach dem Auftauen werden die Zellen in Tys-Kulturflaschen gebracht und als n+1
bezeichnet. Spatestens nach 48 h erfolgt ein Mediumwechsel und je nach Zelldichte
wird nach 72-96 h passagiert.

Flr die Versuche wurden ausschlieflich Zellen der Passagen n+3 bis n+8 verwendet.

Tabelle 7.3:  Verwendete Reagenzien

Penicillin-Streptomycin-Lésung ~ 10.000 Units/ml Penicillin + 10.000 pg/ml Streptomycin

10x Trypsin-EDTA-L6sung (0.5) 5 g/l Trypsin + 2 g/| EDTA*4Na

7.2.4 HT-29

Wie in Abschnitt 1.2.2 erwdhnt, wurden die Zellen der Linie HT-29 im Jahr 1964 isoliert.
Sie stammen aus dem primaren Tumor einer 44-jahrigen Patientin mit kolorektalem
Adenokarzinom.

Die Kultivierung der adharenten Zellen erfolgt bei 37°C und 5% CO, in
DMEM + Glutamax |, versetzt mit 10 % FBS und 1 % Penicillin-Streptomycin-Losung.
Das Passagieren erfolgt alle zwei bis drei Tage unter Verwendung von Trypsin-EDTA-
Losung (0.05) und anschlieBender Aufteilung im Verhaltnis 1:3 bis 1:5. Zur langeren
Konservierung werden die Zellen in Kulturmedium versetzt mit 10 % DMSO zunachst
Uber Nacht bei -80°C eingefroren und anschlieBend in flissigem Stickstoff
aufbewahrt. Zum Auftauen werden die Zellen in 20 ml Medium (37 °C) tberfiihrt und
in Tzs-Kulturflaschen inkubiert. Nach 24 h Anwachszeit wird das Medium gewechselt.

Fiir die Versuche wurden ausschlieBlich Zellen der Passagen 60-62 verwendet.

Tabelle 7.4: Verwendete Reagenzien

Penicillin-Streptomycin-Lésung ~ 10.000 Units/ml Penicillin + 10.000 pg/ml Streptomycin

1x Trypsin-EDTA-LOsung (0.05) 0.5 g/l Trypsin + 0.2 g/| EDTA®4Na
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7.3 Mikroskopie

7.3.1 Lichtmikroskopie

Je Ansatz werden 3x10* NT-2- / NT-2-R-Zellen in 1 ml Medium ausplattiert (6-well
Platten) und nach friihestens 24 h mit CDDP behandelt. Am Ende der Inkubation
erfolgt ein Mediumwechsel. Die Zellen werden entweder direkt nach Beendigung der
Inkubation oder nach den entsprechenden Beobachtungszeitraumen auf
morphologische Verdanderungen beziehungsweise auf die Verteilung abgeloster Zellen
hin untersucht und anschlieRend fotografiert.

Die Zellen werden bei 20-facher VergroRBerung (Hellfeld-Aufnahme) fotografiert.

7.4 Zytotoxizitatstests

7.4.1 Colony Formation Assay (CFA)

Der Colony Formation Assay beruht auf der von Zhu et al. publizierten Methode [180]
und wurde wie folgt optimiert:

3x10° NT-2- / NT-2-R-Zellen bzw. 1.4-1.5x10°> TCam-2-Zellen werden in 5 ml Medium
ausplattiert (60 mm  Zellkulturschalen). Die angewachsenen Zellen werden
anschlielend mit CDDP behandelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit werden die Zellen
mit Trypsin-EDTA (siehe Tabelle 7.5) abgel6st, die Reaktion mit Medium gestoppt und
die Zellsuspension zentrifugiert (2000 rpm /5 min). Das Pellet wird in Medium
suspendiert, die Zellzahl unter dem Mikroskop bestimmt und die Zellsuspension
anschlieend weiter mit Medium verdiinnt. Fiir den Assay werden in einer 6-well
Platte je 100 Zellen pro Ansatz in 3 ml Medium ausplattiert (Dreifachbestimmung) und
14 Tage (NT-2 / NT-2-R) bzw. 21 Tage (TCam-2) inkubiert. Nach der Halfte der Zeit
erfolgt ein Mediumwechsel.

Zur Auswertung werden die Kolonien nach Giemsa gefarbt. Dafiir wird nach Ende der
Inkubationszeit das Medium abgesaugt und die Zellen mit 1 ml Methanol 25 min
fixiert. Anschliefend wird mit 1xPBS gewaschen und kurz an der Luft getrocknet.
Daraufhin erfolgt die Farbung mit 2 ml Giemsa-Losung fir weitere 25 min.
Uberschiissige Farbstoffreste werden nach Absaugen der Fiarbelésung mit ausreichend
destilliertem Wasser ausgewaschen. Die Praparate werden an der Luft getrocknet und
die Zahl der gebildeten Kolonien pro well bestimmt. Alle fir das blofRe Auge sichtbaren
Kolonien wurden gezahlt. In den NT-2- und NT-2-R-Zellen enthielt eine Kolonie
mehrere Hundert Zellen. In den TCam-2-Zellen waren es mind. 50 Zellen. Der
Mittelwert der drei Ansatze wird gebildet.
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Die gebildeten Kolonien der unbehandelten Kontrollen werden als 100 % gesetzt. Die
Angabe der Koloniebildung der behandelten Zellen wird prozentual bezogen auf die
Kontrollen angegeben. Die unbehandelten NT-2-Zellen bildeten 84.0 £ 13.3 Kolonien,
die NT-2-R-Zellen 116.3 £ 27.8 Kolonien. Die 100 ausplattierten Zellen der TCam-2
Kontrollen bildeten 28.9 + 0.7 Kolonien.

Tabelle 7.5: Verwendete Reagenzien

Trypsin-EDTA-Losung NT-2 / NT-2-R: 1x Trypsin-EDTA-LOsung (0.05)

TCam-2: 10x Trypsin-EDTA-L6sung (0.5)
1xPBS 135 mM NaCl, 9 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, 2.7 mM KCI
Giemsa-LOosung 10 % Azur-Eosin-Methylenblau-Losung in Aqua dest.

7.4.2 Cell TiterGlo® Luminescence Cell Viability Assay

Der CellTiter-Glo® Luminescence Cell Viability Assay kann fir Zytotoxizitats- und
Proliferationsmessungen in Zellkulturen und fir Primadrzellen eingesetzt werden. Als
Mal fir die Anzahl lebender Zellen wird der ATP-Gehalt metabolisch aktiver Zellen
bestimmt. Das von den Zellen produzierte ATP wird in Gegenwart von Luciferin durch
das Enzym Luciferase unter Lichtemission zu AMP umgesetzt (siehe Abbildung 7.2). Die
Intensitat des emittierten Lichts wird mit einem Luminometer gemessen.

Lucif
ATP + Luciferin + 02& Oxyluciferin + AMP + PP; + CO, + Licht
Mg2+

Abbildung 7.2:  Biolumineszenzreaktion der Umsetzung von ATP

Der Assay wird als Dreifachbestimmung in einer weiBen 96-well Platte (U-Form)
durchgefiihrt. Pro well werden dazu 4000-5000 NT-2-/ NT-2-R-Zellen bzw. 3000
TCam-2-Zellen in 100 ul Medium ausplattiert und 24-48 h inkubiert, bevor die
Cisplatinzugabe erfolgt. Nach Ablauf der CDDP-Inkubationszeit wird entweder direkt
gemessen oder das Medium gegen frisches getauscht und die Zellen fir bis zu 24 h
weiter inkubiert.

Zur Messung wird zunachst das tiefgekihlte und vorbereitete Reagenz aus CellTiter-
Glo® Substrat und CellTiter-Glo® Puffer sowie die 96-well Platte auf Raumtemperatur
gebracht. Jedes well wird mit 40 pl Reagenz beschickt und die Zell-Reagenz-Suspension
5 min gemischt. Zur vollstandigen Lyse der Zellen und zur Inhibition endogener
ATPasen wird die Suspension mind. 10 min stehen gelassen. Die Ansatze werden
anschlieRend vermessen.
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7.4.3 Bestimmung der Zahl abgeloster Zellen

Das auf der Platte befindliche Medium wird bei der Ernte separat aufgearbeitet. Es
wird zunachst 5min bei 3000 rpm zentrifugiert und das erhaltene Zellpellet
anschlielend in 20 ul 1xPBS aufgenommen. Die so erhaltene Zellsuspension wird 1+1
mit einer Trypanblau-Losung gemischt. 10 ul dieser Mischung werden in eine
Neubauer-Zdhlkammer pipettiert und unter dem Mikroskop ausgezahlt (10-fache
VergroRerung, Doppelbestimmung).

Die auf den Zellkulturschalen verbliebenen, adharenten Zellen werden ebenfalls
bestimmt. Zunachst werden die Zellen mit 1xPBS gewaschen, mit Trypsin-EDTA (siehe
Tabelle 7.6) abgelost und die Reaktion mit Medium gestoppt. Die Zellsuspension wird
bei 2000 rpm 5 min zentrifugiert und das Zellpellet anschlieBend groRenabhangig in
1xPBS resuspendiert. 10 ul dieser Zellsuspension werden ebenfalls 1+1 mit einer
Trypanblau-Losung gemischt und 10 ul dieser Mischung in eine Neubauer-Zahlkammer
pipettiert und unter dem Mikroskop ausgezdhlt (10-fache VergroRerung,
Doppelbestimmung).

Tabelle 7.6: Verwendete Reagenzien

Trypsin-EDTA-LOsung NT-2 / NT-2-R: 1x Trypsin-EDTA-L6sung (0.05)

TCam-2: 10x Trypsin-EDTA-L6sung (0.5)
1xPBS 135 mM NacCl, 9 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, 2.7 mM KCl
Trypanblau-Lésung Trypan Blue solution 0.4 %

Fa. Sigma-Aldrich, Heidelberg, Deutschland
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7.5 Durchflusszytometrie (FACS)

Das Messprinzip eines Durchflusszytometers beruht auf der Detektion optischer
Signale, die von Zellen nach Anregung durch einen Laserstrahl ausgesendet werden.
Die Abkirzung FACS bedeutet ,Fluorescence Activated Cell Sorter” und ist von der
Funktionsweise her ein Durchflusszytometer.

Die in einer Suspension befindlichen Zellen werden einzeln durch eine Kapillare
gesaugt und passieren den Laserstrahl. Die Zellen streuen einen Teil des Lichts. Die
Menge des gestreuten Lichts korreliert mit der GroBe der Zelle und mit ihrer
Komplexitat. Das Vorwartsstreulicht (FSC = Forward Scatter) ist ein MaR fur die
Beugung des Lichts und hangt vom Volumen der Zelle ab. Das Seitwartsstreulicht
(SSC = Side Scatter) ist ein Mal} fiir die Brechung des Lichts im rechten Winkel, die von
der Granularitat der Zelle, der GréBe und Struktur ihres Nukleus und der Menge der
Vesikel in einer Zelle beeinflusst wird.

Neben der ZellgroBe und -granularitdt kann mit der Durchflusszytometrie auch die
Fluoreszenz der Zellen gemessen werden. Dazu verwendet man Fluorophore, die an
bestimmte Bestandteile der Zellen binden. Setzt man z.B. die Farbstoffe DAPI oder
Propidiumiodid  ein, welche in die DNA einer Zelle interkalieren, lasst die
Fluoreszenzintensitat einer jeden Zelle Rickschlisse auf deren DNA-Gehalt zu. Auch
Antikorper, die mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugiert sind, werden verwendet. So
konnen zelluldre Strukturen spezifischer markiert werden. Die Antikérper sind meist
gegen  bestimmte  Oberflaichenproteine  gerichtet.  Durch  Einsatz  von
verschiedenfarbigen Lasern sowie speziellen Filtern kann die Anzahl der einsetzbaren
Farbstoffe und damit die Informationsdichte erh6ht werden.

7.5.1 Zellzyklusanalyse

Da Propidiumiodid in die DNA der Zellen interkaliert, ist die Hohe des Propidiumiodid-
Signals ein Mall fir die in einer Zelle enthaltene DNA-Menge. In der
durchflusszytometrischen Analyse lassen sich die Zellen somit in Zellen mit einfacher
DNA-Menge = Zellen der Gi-Phase, Zellen zwischen einfacher und zweifacher DNA-
Menge = Zellen in der S-Phase, Zellen mit einer zweifachen DNA-Menge = G,/M-Phase
und Zellen mit einer DNA-Menge kleiner eins = sub-G; oder apoptotische Zellen
einteilen.

Die Vermessung der Zellen erfolgt mit dem FACScalibur (Fa. BD, Franklin Lakes, NJ,
USA). Je Ansatz werden im Schnitt 10.000 Zellen vermessen.

3x10° NT-2- / NT-2-R-Zellen bzw. 1.4-1.5x10° TCam-2-Zellen werden in 5 ml Medium
(60 mm Zellkulturschalen) ausplattiert und mind. 24 h auf den Platten inkubiert.
AnschlieBend wird entsprechend der nachfolgenden Inkubationschemata behandelt.
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Zur Ernte werden etwa 3.5x10°-1.3x10° NT-2- bzw. NT-2-R-Zellen und 3x10°-1.5x10°
TCam-2-Zellen bendétigt.

Tabelle 7.7: Inkubationsschemata

Zelllinie Zeiten Bedingungen
0 Gy,
Bestrahlung TCam-2 +24h/+48h
1 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy
Konzentrations- 0 uM,
ih TCam-2 3h,24h,48h
reine 15 uM, 30 uM, 100 pM

TCam-2 3h/+3h/+6h/+24h/+48h

und 24h/+3h/+6h/+24h/
NT-2 / (+ 48 h)

NT-2-R 48h/+3h/+6h/+24h

Reparaturanalyse 0O uM, 2.5 uM

Nach Ende der Inkubationszeit bzw. der anschlieBenden zytostatikafreien Zeit wird das
Medium abgesaugt, mit 1xPBS gewaschen und die Zellen mit Trypsin-EDTA-LOsung
(siehe Tabelle 7.8) abgelost. Die Reaktion wird mit Medium gestoppt und die
Zellsuspension zentrifugiert (2000 rpm / 5 min). Das Zellpellet wird mit 1 ml kaltem PBS
gewaschen, zur Aufldsung von Zellklumpen griindlich gevortext und anschlieRend
erneut zentrifugiert. Das Pellet wird in 100 ul 1xPBS resuspendiert und nach Zugabe
von 900 pl Ethanol 70 % liber Nacht bei 4 °C oder 1-2 h auf Eis fixiert, um die Membran
fir Pl permeabel zu machen. Somit kdnnen alle Zellen mit Pl angefarbt und bestimmt
werden. Danach wird wieder zentrifugiert, das Zellpellet in 1 ml 1xPBS resuspendiert
und mit PC-Puffer (siehe Tabelle 7.8) versetzt, um eine verbesserte Trennung von
subdiploiden und Zellen der G;-Phase zu erreichen. Nach 5 min Inkubation bei
Raumtemperatur wird ein letztes Mal zentrifugiert. Das Zellpellet wird in 300 ul einer
Losung von 250 pg/ml RNase A und 10 pg/ml Pl in PBS resuspendiert, 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieffend durchflusszytometrisch vermessen.

Die Zentrifugationsbedingungen fir die weitere Aufbereitung entsprechen
2000 rpm / 5 min bei den NT-2 und NT-2-R Zellen. TCam-2 Zellen werden jeweils bei
3000 rpm / 5 min zentrifugiert.

Tabelle 7.8: Verwendete Reagenzien

Trypsin-EDTA-L6sung NT-2 / NT-2-R: 1x Trypsin-EDTA-L6sung (0.05)

TCam-2: 10x Trypsin-EDTA-L6sung (0.5)
1xPBS 135 mM NaCl, 9 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, 2.7 mM KClI
PC-Puffer 192 mM Na,HPO,, 4 mM Zitronensaure, pH 7.8

NT-2 / NT-2-R: 0.5 ml

TCam-2:0.2 ml
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7.5.2 Annexin V-Farbung

Bereits in der frilhen Phase der Apoptose kommt es zu Verdanderungen an der
Zelloberflache, wie z.B. der Translokation von Phosphatidylserin von der Innenseite der
Plasmamembran auf die AulRenseite. Diese Exposition des Phosphatidylserins dient als
Markierung der apoptotischen Zellen, welche so von Makrophagen spezifisch erkannt
und phagozytiert werden [123]. Diese Exposition kann zudem analytisch genutzt
werden, um gesunde Zellen von apoptotischen und nekrotischen zu unterscheiden.

Es werden 3x10° NT-2/NT-2-R Zellen in 6 ml Medium (60 mm Zellkulturschalen)
ausplattiert und mind. 24 h auf den Platten inkubiert. AnschlieRend wird mit CDDP
behandelt. Nach Ende der Inkubationszeit bzw. der anschliefenden cisplatinfreien Zeit
wird das Medium abgesaugt, mit 1xPBS gewaschen und die Zellen mit Trypsin-EDTA
(siehe Tabelle 7.9) abgelost. Die Reaktion wird mit Medium gestoppt und die
Zellsuspension zentrifugiert (2000 rpm / 5 min). Das Zellpellet wird mit 1 ml kaltem PBS
gewaschen und erneut zentrifugiert (2000 rpm /5 min). Das Pellet wird mit 100 pl
Markierungspuffer fir 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Markierungspuffer
enthilt Annexin-V-FITC, ein Ca’*-abhingiges, Phospholipid-bindendes Protein mit
hoher Affinitat zu Phosphatidylserin [129], welches an den Fluoreszenzfarbstoff FITC
gekoppelt ist. Da nekrotische Zellen aufgrund der Membranschadigung Annexin-V ins
Innere aufnehmen kénnen und somit ebenfalls ein FITC-Signal geben, enthalt der
Puffer zudem Propidiumiodid (PI), das nur von nekrotischen Zellen aufgenommen
werden kann. Nach Verdiinnen der Probe mit 400 ul Inkubationspuffer werden 30.000
Zellen durchflusszytometrisch vermessen. Man erhalt drei Kategorien an Zellen: (i)
gesunde Zellen binden weder Annexin-V, noch nehmen sie Pl auf, (ii) apoptotische
Zellen zeigen zwar ein Annexin-V-FITC-Signal, jedoch keine Anfiarbung durch PI,
wohingegen (iii) nekrotische Zellen sowohl Annexin-V-FITC- als auch Pl-positiv sind. Die
Einstellungen fir FSC und SSC werden so gewahlt, dass Zelltrimmer und -aggregate
von der Analyse ausgeschlossen werden. Abbildung 7.3 zeigt diese Aufteilung
beispielhaft an unbehandelten NT-2-R-Zellen.

T
o
Abbildung 7.3: Dot Plot unbehandelter - i nekrotisch nekrotisch
NT-2-R-Zellen nach  Annexin-V-/ PI- © _‘
Doppelfarbung. Gezeigt sind die g 95
Aufteilung der Quadranten und deren RS f
Zuordnung hinsichtlich lebender, § No
apoptotischer und nekrotischer Zellen. S P}
NT-2-Zellen  zeigten die  gleiche S - ]
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o 1
= ST T T
10 10 10 10 10

Annexin-V-FITC
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Tabelle 7.9: Verwendete Reagenzien

Trypsin-EDTA-Losung NT-2 / NT-2-R: 1x Trypsin-EDTA-LOsung (0.05)
TCam-2: 10x Trypsin-EDTA-L6sung (0.5)

1xPBS 135 mM NaCl, 9 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, 2.7 mM KCl

Markierungspuffer 20 pl/ml Annexin V-FLUOS™, 1 ug/ml Pl, in
Inkubationspuffer

Inkubationspuffer 140 mM NacCl, 10 mM HEPES-NaOH (pH 7.4), 5 mM CaCl,

7.6 Methoden zur Untersuchung der DNA

7.6.1 Immunocytological Assay (ICA)

3x10° NT-2- / NT-2-R-Zellen bzw. 1.4-1.5x10° TCam-2-Zellen werden in 5 ml Medium
ausplattiert (60 mm Zellkulturschalen). Die angewachsenen Zellen werden
anschlieBend mit Cisplatin behandelt. Zur Bestimmung der Reparaturfahigkeit der
Zelllinien erfolgt nach Beenden der Inkubationszeit ein Mediumwechsel. Zur Ernte
werden die Zellen mit Trypsin-EDTA-L6sung (siehe Tabelle 7.5) abgelost, mit einer
HAES-steril-Verdlinnung (siehe Tabelle 7.10) gewaschen und gezahlt. Es wird eine
Zelldichte von 1x10° Zellen/ml in HAES-steril-Verdlinnung eingestellt. 10 ul der
Zellsuspension werden auf Squarix ImmunoSelect® Adhesion Slides (Squarix, Marl,
Deutschland) getropft, an der Luft getrocknet und bei -80 °C gelagert. Pro OT kdnnen
bis zu zehn Proben aufgebracht werden.

Die Proben werden mit Methanol fixiert (-20 °C, Uber Nacht), 5min in 1xPBS
gewaschen und anschliefend 5 min im Eisbad in Alkali-Losung inkubiert. Dadurch wird
die DNA entspiralisiert und so fiir die Antikdrper zuganglich gemacht. Nach erneutem
Waschen in 1xPBS fiir 5 min erfolgt ein proteolytischer Verdau: Inkubation in Pepsin-
Losung (37 °C, 10 min), 5 min waschen in 1x PBS und Inkubation in Proteinase-K-
Losung (37 °C, 10 min). Nach dem anschlieBenden Waschschritt in PBS-Glycin-Losung
(10 min) erfolgt die Blockierung (30 min).

Die Proben werden mit dem Primarantikérper Uber Nacht bei 4°C in der
Feuchtkammer inkubiert. Die Proben werden wieder gewaschen (5 min mit PBS-
Tween-Losung und 5 min mit 1xPBS), blockiert (30 min) und schlieRlich mit der
Sekundarantikorper-Losung bei 37 °C fiir 1 h in der Feuchtkammer behandelt. Vor der
DAPI-Farbung (30 min) wird wiederholt gewaschen (5 min mit PBS-Tween-Ldsung und
5 min mit 1xPBS). AnschlieBend werden die Proben nochmals fir 5 min in 1x PBS
geschwenkt. Zum Erhalt der Fluoreszenz werden die OT mit Fluoromount G-Losung
(SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA) betropft und mit Glasdeckglaschen bedeckt.
Diese werden abschlieBend mit Nagellack fixiert.
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Tabelle 7.10: Verwendete Reagenzien

1xPBS 135 mM Nacl, 9 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, 2.7 mM KCl

HAES-steril-Verdlinnung (25 %) 250 ml HEAS-steril Fresenius Kabi, Bad Homburg, Germany
+ 750 ml 1xPBS

Alkali-Losung 70 mM NaOH, 140 mM NaCl, 600 mL Aqua dem. ad 1000 ml|
mit Methanol, Lagerung bei 4 °C

Pepsin-Losung (60 pg/ml) 60 pg/ml; bei 50 ml fertiger Losung + 500 pl 2 M HCL

Proteinase-K-Puffer 20 mM Tris-OH, 2 mM CacCL,, pH 7.5

Proteinase-K-Losung (40 ug/ml) 40 pg/ml; mit Proteinase-K-Puffer herstellen

PBS-Glycin-Losung 0.2 % Glycin in 1xPBS

Blockierungs-Losung 5 % Magermilchpulver in 1xPBS

Primarantikorper-Losung 1. AK R-C18 (Ratten-anti-Pt-GpG-Addukt-Antikorper )
1:150 in Aqua-Glycerol-Losung (1+1)

Sekundarantikdrper-Losung Cy3-Kaninchen-anti-Ratten-AK 1:200 in Aqua-Glycerol-
Losung (1+1)

Agqua-Glycerol-Losung (1+1) 1 Teil Aqua dem. mit 1 Teil Glycerol mischen

PBS-Tween-Ldésung 0.25 % Tween-20 in 1xPBS

DAPI-LOsung 200 pg/ml DAPI in 1xPBS

Die Cy3- und DAPI-Fluoreszenz wird auf Einzelzellebene mittels digitaler Bildanalyse
(ACAS 6.0 Cytometry Analysis System, ACAS Il, Ahrens Electronics, Bargteheide,
Deutschland) fir mind. 70 Zellkerne pro Probe gemessen. Da sich der DAPI-Gehalt der
Proben nicht systematisch unterschied, erfolgte keine Korrektur der Platin-
Adduktfluoreszenz um den DNA-Gehalt.

7.6.2 yH2AX-Assay

Zur Untersuchung von DNA-Doppelstrangbriichen wird die Bildung von yH2AX-Foci
untersucht. Phosphoryliertes Histon H2AX (yH2AX) akkumuliert an DNA-
Doppelstrangbriichen und bildet sogenannte Foci, wobei ein Focus einem DSB
entspricht.

Zunichst werden 3x10° NT-2-/ NT-2-R-Zellen bzw. 2x10° TCam-2-Zellen in 5 ml
Medium ausplattiert (60 mm Zellkulturschalen) und mind. 48 h inkubiert. Es folgt die
Behandlung mit 2.5 uM CDDP fiir die definierten Zeitraume. Bei der Untersuchung zur
Reparaturfahigkeit der Zelllinien erfolgt nach Beenden der Inkubationszeit ein
Mediumwechsel. Zur Ernte werden die Zellen mit Trypsin-EDTA-LOsung (siehe Tabelle
7.5) abgel6st und gezahlt.
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Mittels ,Zytospin“ werden je Probe 100.000 Zellen auf die OT zentrifugiert (1300 rpm,
5 min). Die Zellen werden fir 15 min mit Formaldehyd fixiert (siehe Tabelle 7.11), dann
3x 10 min in 1xPBS gewaschen und bis zur Antikérperfarbung bei -20 °C in einer Box
auf befeuchtetem Zellstoff gelagert.

Der zweite Teil der Aufarbeitung beginnt mit einer Permeabilisierung der
Zellmembranen mittels Triton X 100 (5 min auf Eis). Anschliefend wird bei RT 1 h
geblockt. Die Inkubation mit dem Primarantikérper (50 ul/OT; anti-phospho-Histone
H2A.X (Millipore, Schwalbach, Germany) 1:100 in Waschlosung 1) erfolgt fir 1 h in
einer dunklen Feuchtkammer. Nach 3x 10 min waschen in Waschlosung | wird mit dem
Sekundarantikérper (50 pl/OT; anti-Maus-ALEXA-Fluor 594 8Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland) 1:600 in Waschlosung 1) ebenfalls fir 1 h in einer dunklen Feuchtkammer
behandelt. Es wird 4x 10 min in Waschlosung Il gewaschen. Die Zellkerne werden mit
DAPI gefarbt (5 min) und die OT nochmals 2x 5 min in 1xPBS gewaschen. Zum Erhalt
der Fluoreszenz wird ein Tropfen Mounting-Solution (Vectashield® mounting medium
H-1000, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) auf die Proben gegeben und die OT
mit einem Glasdeckgldaschen bedeckt. Nachdem die so praparierten Proben im
Trockenblock getrocknet wurden, werden die Deckglaschen mit Nagellack fixiert. Die
Auswertung erfolgt mittels eines Fluoreszenzmikroskops.

Zellkerne, die mind. einen Doppelstrangbruch aufweisen, werden als positiv gewertet.
Die Anzahl an positiven Zellkernen wird auf die Gesamtzellzahl bezogen und in
Prozent [%] angegeben. Diese Form der Auswertung wurde gewahlt, da im
beobachteten Konzentrationsbereich der gesetzte Schaden i.d.R. so grol3 war, dass das
Zihlen einzelner yH2AX-Foci nicht praktikabel war. Eine Reduktion der CDDP-
Konzentrationen  ermoglichte eine  vergleichende Analyse der beiden
Auswertungsmoglichkeiten und flihrte zu gleichen Ergebnisse.

Tabelle 7.11: Verwendete Reagenzien

1xPBS 135 mM NaCl, 9 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, 2.7 mM KCl
Fixierungslosung (2 %) 10.8 ml 37 % Formaldehyd + 189.2 ml 1xPBS

1 % BSA-Losung 10 g BSA + 1000 ml 1xPBS

Permeabilisierungslosung 0.4 ml Triton X 100 + 200 ml 1 % BSA-Losung

Blocklésung (3 %) 6 g BSA + 200 ml 1xPBS

Waschlosung | 3 ml Tween-20 + 600 ml 1 % BSA-LOsung

Waschlosung Il 4 ml Tween-20 + 800 ml 1xPBS

DAPI-L6sung (1:1000) 200 ul der 1 mg/ml DAPI-Stammldsung in 200 ml 1xPBS
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7.6.3 Kombinierte Farbung von yH2AX und 53BP1

Um die Art der DNA Schaden naher zu bestimmen, wurde beispielhaft an den NT-2-
und NT-2-R-Zellen untersucht, ob 53BP1, ein weiterer DSB-Marker [111], an den Enden
der Schaden akkumuliert.

Es werden zunachst 3x10° NT-2- / NT-2-R-Zellen in 5 ml Medium ausplattiert (60 mm
Zellkulturschalen) und mind. 24 h inkubiert. Es folgt die Behandlung mit 2.5 uM CDDP
fir die definierten Zeitraume. Auch hier werden die Zellen zur Ernte mit Trypsin-EDTA-
Losung (siehe Tabelle 7.5) abgel6st und gezdhlt. Es werden 100.000 Zellen mittels
»Zytospin“ auf die OT zentrifugiert (1300 rpm, 5 min). Die Zellen werden fiir 15 min in
Formaldehyd fixiert, dann 3x 10 min in 1xPBS gewaschen und bis zur
Antikorperfarbung bei -20 °C in einer Box auf befeuchtetem Zellstoff gelagert.

Die weitere Aufarbeitung erfolgt gemdR Abschnitt 7.6.2. Dabei erfolgt eine
gleichzeitige Inkubation mit den anti-yH2AX und anti-53BP1 Primar- und
Sekundarantikérpern.

Tabelle 7.12: Verwendete Reagenzien

anti-Kaninchen-53BP1- 1:500 in Waschlésung |

Primarantikorper NB100-305, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA
Sekundarantikorper 1:100 in Waschlésung |

Anti-Kaninchen GE Healthcare, Miinchen, Deutschland

1xPBS 135 mM NaCl, 9 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, 2.7 mM KCI
Fixierungslésung (2 %) 10.8 ml 37 % Formaldehyd + 189.2 ml 1xPBS

1 % BSA-Losung 10 g BSA + 1000 ml 1xPBS

Permeabilisierungslosung 0.4 ml Triton X 100 + 200 ml 1 % BSA-L&sung
Blockldsung (3 %) 6 g BSA + 200 ml 1xPBS

Waschldsung | 3 ml Tween-20 + 600 ml 1 % BSA-L&sung

Waschlosung Il 4 ml Tween-20 + 800 ml 1xPBS

DAPI-Lésung (1:1000) 200 pl der 1 mg/ml DAPI-Stammldsung in 200 ml 1xPBS
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7.7 Methoden zur Proteinuntersuchung

7.7.1 Proteinisolierung

6x10° NT-2- und NT-2-R-Zellen (10 cm Zellkulturschale), 5x10° TCam-2-Zellen pro 10 cm
Zellkulturschale (pro Bedingung 4x 10 cm Zellkulturschalen) und 4.5x10° HT-29-Zellen
(1x 10 cm Zellkulturschale) werden in 12 ml Medium ausplattiert, mind. 24 h inkubiert
und anschlieBend mit CDDP behandelt. Fir die Untersuchung der Proteinexpression
24 h nach der Behandlung erfolgt nach Ende der Inkubationszeit ein Mediumwechsel
gegen frisches, zytostatikafreies Medium.

Zur Ernte werden die Zellen mit einem Gummischaber von der Zellkulturschale
abgeldst und bei 2000 rpm fir 5 min zentrifugiert. Das Pellet wird mit 10 ml kaltem
1xPBS gewaschen. Nach erneutem Zentrifugieren wird das Zellpellet gréBenabhangig
in 40-130 ul P-RIPA (siehe Tabelle 7.13) gel6st und die Proben 30 min auf Eis gestellt.
Hierbei kommt es zu einem Ausfallen der DNA und RNA. Gleichzeitig wird durch die in
P-RIPA enthaltenen Protease-Inhibitoren ein Abbau der Proteine verhindert. Das Lysat
wird bei 4 °C und 12.000 g fir 12 min zentrifugiert. AnschlieBend wird das Pellet
verworfen und aus dem Uberstand die enthaltene Proteinkonzentration mittels
Bradford-Assay ermittelt. Dabei bildet der zugesetzte Farbstoff Brilliantblau-G mit
Proteinen einen blau gefarbten Komplex, wodurch dessen Absorptionsmaximum
bathochrom von 465 nm zu 595 nm verschoben wird. Die Hohe der Absorption ist
proportional zur vorhandenen Proteinmenge [181].

500 pL Bradford-Reagenz werden dazu mit 1 pl Uberstand und 500 pl destilliertem
Wasser gemischt und nach 5 min Inkubationszeit vermessen (Doppelbestimmung). Die
Absorption des Komplexes wird im Absorptionsmaximum gemessen. Als Blindprobe
dient eine Losung aus 500 ul destilliertem Wasser und 500 ul Bradford-Reagenz. Fiir
die Kalibrierung werden Lésungen mit 0/0.625/1.25/2.5/5/10 und 20 ug/ml BSA
angesetzt (siehe Abbildung 7.4). Anhand derer wird die Proteinkonzentration des
Lysats berechnet.
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Abbildung 7.4: Kalibriergerade fir die Proteinbestimmung. Das Diagramm zeigt beispielhaft die
Mittelwerte einer Doppelbestimmung.

Das Lysat wird im Verhaltnis 3:1 mit Lammli llI-Puffer versetzt, bei 99 °C 5 min
denaturiert, 5 min auf Eis gestellt und bei -20 °C eingefroren.

Tabelle 7.13: Verwendete Reagenzien

Bradford-Reagenz Brilliantblau G in Essigsaure/Methanol

Lammli llI-Puffer 30 % Glycerin, 5 % B-Mercaptoethanol, 4 % SDS,
140 mM Tris-HCl (pH 7.0), 1 mM Na,EDTA (pH 7.4),
0.025 % Bromphenolblau

1xPBS 135 mM NaCl, 9 mM Na,HPO,, 1.5 mM KH,PO,, 2.7 mM KCl

P-RIPA 10 pg/ml Aprotinin, 10 ug/ml Leupeptin,
40 mM B-Glycerolphosphat, 10 mM Benzamidin,
10 mM Na-Pyrophosphat, 1 mM NaF, 1 mM PMSF in
RIPA-Lysispuffer

RIPA-Lysispuffer 154 mM NacCl, 50 mM Tris-OH,
6mM Desoxycholsdure-Natrium, 1 mM Na,EDTA (pH 7.4),
1 % Nonidet P-40
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7.7.2 Western Blot (WB)

Der Western Blot dient dazu, die in einer Losung befindlichen Proteine qualitativ und
semi-quantitativ nachzuweisen. Sie werden dazu unter denaturierenden Bedingungen
elektrophoretisch getrennt, auf eine Membran Ubertragen und dort mittels
spezifischer Antikorper nachgewiesen.

7.7.2.1 Elektrophorese

Die Proteinlosungen werden mit PAGE-Puffer auf eine Konzentration von 20 ug
Protein/20 pl (NT-2 und NT-2-R) bzw. 32 pg Protein/20 pl (TCam-2) eingestellt und
5 min bei 95 °C denaturiert. Die Trennung der Proteine B-Tubulin, ERCC1 und pol B
erfolgt auf einem 10 %-igen und die Trennung der Proteine BRCA2, BRCA1, pol n und
B-Tubulin auf einem 8 %-igen SDS-Polyacrylamid-Gel bei jeweils 200 V fiir 80 Min.

Tabelle 7.14: Verwendete Reagenzien

Elektrophoresepuffer 190 mM Glycin, 25 mM Tris-OH, 0.1 % SDS

PAGE-Puffer 10 % Glycerin, 5 % B-Mercaptoethanol, 1 % SDS,
62 mM Tris-HCI (pH 6.8), 0.5 mM Na,EDTA (pH 7.2),
0.015 % Bromphenolblau

SDS-Polyacrylamid-Gel 10 % Sammelgel: 5 % Acrylamid/Bisacrylamid-Lsg.,
125 mM Tris-HCI (pH 6.8), 0.1 % SDS, 0.1 % APS,
0.1 % TEMED
Trenngel: 10 % Acrylamid/Bisacrylamid-Lsg.,
375 mM Tris-HCI (pH 8.8), 0.1 % SDS, 0.09 % APS,
0.06 % TEMED

SDS-Polyacrylamid-Gel 8 % Sammelgel: 5 % Acrylamid/Bisacrylamid-Lsg.,
125 mM Tris-HCI (pH 6.8), 0.1 % SDS, 0.1 % APS,
0.1 % TEMED
Trenngel: 8 % Acrylamid/Bisacrylamid-Lsg.,
375 mM Tris-HCI (pH 8.8), 0.1 % SDS, 0.09 % APS,
0.06 % TEMED

7.7.2.2 Blotten

Die gemald Abschnitt 7.7.2.1 erhaltenen Proteingele werden 3x 5 min in Blotpuffer
(siehe Tabelle 7.15) gewaschen, um SDS-Reste zu entfernen. Danach erfolgt der
Transfer der Proteine auf eine mit Methanol hydrophilisierte PVDF-Membran
(Immobilon-P™, Fa. Millipore, Deutschland). Gel und Membran werden dazu in eine
Blotting-Apparatur gespannt und unter Eiskiihlung 90 Minuten (8% Gel) bzw.
60 Minuten (10 % Gel) einer Stromstdrke von 150 mA ausgesetzt. Nach Beendigung
des Blottvorgangs wird die Membran 3x 5 min in 1xTBS gewaschen und anschlieBend
auf Zellstoff getrocknet. So wird die Proteinbindung verstarkt.
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Tabelle 7.15: Verwendete Reagenzien

Blotpuffer 190 mM Glycin, 25 mM Tris-OH, 15 % Methanol

1xTBS 200 mM NaCl, 50 mM Tris-OH, pH 7.4

7.7.2.3 Coomassie-Farbung

Um bei der semi-quantitativen Auswertung Fehler, die auf einem unterschiedlich
starken Proteinauftrag beruhen, zu vermeiden, wird das Gel nach dem Blotten nach
Coomassie gefarbt und danach fotografiert. Die Aufnahme gilt als interne Kontrolle.

Bei der Coomassie-Farbung wird das Gel erst in destilliertem Wasser gewaschen und
dann Uber Nacht bei 4 °C mit der Farbelésung behandelt. Um den Hintergrund zu
entfarben, wird das Gel am nachsten Tag 1-4 h in 10 % Essigsdure (Entfarbeldsung)
geschwenkt. Dabei wird die Entfarbelosung regelmaRig ausgewechselt. Vor dem
Fotografieren wird kurz in dest. Wasser gewaschen. Die Aufnahme des Fotos erfolgt in
der Geldokumentationskammer.

Tabelle 7.16: Verwendete Reagenzien

Farbel6sung 25 % Isopropanol, 19 % Essigsdure, 0.05 % Coomassie-
Farbstoff R250
Entfarbelosung 10 % Essigsaure

7.7.2.4 Entwicklung

Die Detektion der Proteine erfolgt durch Behandlung der nach Abschnitt 7.7.2.2
erhaltenen Membranen mit spezifischen Primarantikérpern. An diese bindet wiederum
ein Horseradish-Peroxidase-gekoppelter Sekundarantikorper. Zur Sichtbarmachung der
Proteinbanden erfolgt eine ECL-Reaktion. Dabei wird das ECL Advance™-
Detektionsreagenz (GE Healthcare, Minchen, Deutschland) durch die Peroxidase
umgesetzt. Es kommt zu einer konzentrationsabhangigen Chemilumineszenz, die in
einer  Dunkelkammer mit Hilfe einer besonders sensitiven Kamera
(Geldokumentationskammer) aufgenommen wird.

Die Entwicklung erfordert mehrere Wasch- und Inkubationsschritte. Anhand des
Markers werden die Membranen auf den interessierenden GroRenbereich
zugeschnitten. AnschlieBend werden die PVDF-Membranen 1 min in Methanol
hydrophilisiert, dann 3x 5 min mit 1xTBS und 1x 10 min mit TBS-Tween gewaschen. Um
Bereiche ohne Proteinbindung zu blockieren und so den Hintergrund zu verringern,
werden die Membranen bei 4 °C lber Nacht in Blocking-Losung gegeben. Darauf folgt
die Inkubation in Priméarantikorper-Lésung (siehe Tabelle 7.17 und Tabelle 7.18).
Uberschiissige Antikérperldsung wird durch Waschen mit TBS-Tween (4x5 min)
entfernt.
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Tabelle 7.17: Inkubationszeiten und -bedingungen fir den 1. AK sowie alle Antikdrperverdiinnungen

) 1. AK (anti-B-Tubulin-1gG,,) 1:600

B-Tubulin ) 1h /RT
2. AK (anti-Maus-lgG-HRP) 1:2000
1. AK (anti-BRCA2-1gG) 1:600

BRCA2 o 1h /RT
2. AK (anti-Kaninchen-1gG-HRP) 1:5000
1. AK (anti-BRCA1-1gG,) 1:200

BRCA1 ) 2-3h /RT
2. AK (anti-Maus-lgG-HRP) 1:2000
1. AK (anti-pol n-1gG;) 1:600

pol n ( P _ngl) 1h /RT
2. AK (anti-Kaninchen-1gG-HRP) 1:5000
1. AK (anti-pol B-IgG,,) 1:50

ool B ( .p B-18G.a) 5h/ 4°C
2. AK (anti-Maus-lgG-HRP) 1:2000
1. AK (anti-ERCC1-1gG) 1:600

ERCC1 T 1h /RT
2. AK (anti-Kaninchen-1gG-HRP) 1:2000

Die Inkubation mit der Sekundarantikdrper-Losung erfolgt in der Regel 1h bei
Raumtemperatur (siehe Tabelle 7.17 und Tabelle 7.18). Der Uberschuss der Lésung
wird ebenfalls durch Waschen mit TBS-Tween (4x 5 min) entfernt. Zur Detektion
pipettiert man schlieflich 0.6-1 ml ECL Advance™-Reagenz je Membran und
fotografiert diese unter Lichtausschluss in der Geldokumentationskammer (UVItec™
Imaging System).

Tabelle 7.18: Verwendete Reagenzien

1xTBS 200 mM NaCL, 50 mM Tris-OH, pH 7.4

TBS-Tween 0.2 % Tween-20™ in 1xTBS

Blocking-Losung 5 % Milchpulver, 0.02 % Natriumazid in TBS-Tween
Primarantikorper-Losung 5 % Milchpulver, 0.02 % Natriumazid, Primarantikdrper

1:50 oder 1:200 oder 1:600 in TBS-Tween

Sekundarantikérper-Losung 5 % Milchpulver, Sekundarantikorper 1:2000 oder 1:6000 in
TBS-Tween
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7.8 Bestrahlung

Es erfolgte eine kombinierte Untersuchung der TCam-2-Zellen auf Koloniewachstum,
DSB und Zellzyklusverteilung. Zunachst wurden 1-1.5x10° Zellen in 10 ml Medium in
Tys-Kulturflaschen kultiviert, anschlieBend in einer Dosisreihe von 0-6 Gy und einer
Dosisrate von 2 Gy/min mit Rontgenstrahlen bestrahlt. Die Zellen wurden 24 h bzw.
48 h spater geerntet und die Ansatze geteilt. Eine Halfte wurde fir den yH2AX-Assay
verwendet (siehe Abschnitt 7.6.2). Von dieser Halfte wurden auRerdem fiir einen CFA
(siehe Abschnitt 7.4.1) je Probe 1000 Zellen pro well in 3 ml Medium ausplattiert
(6-well  Platten). Die Bestimmung des Koloniebildungsvermogens erfolgte
ausschlieBlich 24 h nach der Bestrahlung. Die andere Halfte der Ansatze wurde zur
Bestimmung der Zellzyklusverteilung verwendet (siehe Abschnitt 7.5.1).

7.9 Statistische Auswertung

Alle in dieser Arbeit verwendeten Werte sind, sofern nicht anders aufgefiihrt, als
Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. Die statistische Auswertung und die
Bestimmung der Signifikanzen erfolgten mittels F-Test und Student-t-Test (p < 0.05).
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7.10 Gefahrstoffverzeichnis

Stoffname Gefahrensymbol R- und S-Satze
Acrylamid-/ Bisacrylamid- T R 45-46-20/21-25-6/38-43-
Losung 48/23/24/25-62
$53-45
Ammoniumpersulfat 0, Xn R 8/26-36/37/38-42/43
S (2-)22-24-26-37
Benzamidinhydrochlorid Xi R 36/37/38
S 26-36
Bradford-Reagenz C R20/21/22
S26-36/37/39-45
Calciumchlorid Xi R 36
S(2-)22-24
Citronensdure Xi R 36
S 26-37/39
Cisplatin T R 45-25-36/27/38-42/43
S 53-22-24-37-45
Desoxycholsdure-Natrium Xn R 22-37
$22-24/25
Dinatrium-EDTA Xi R 36/38
$26-37/39
DMSO Xi R 36/38
S24/25
EDTA Xi R 36
S (2-)26
Essigsaure 100% C R 10-35
S(1/2-)23-26-45
Ethanol 96%, vergallt F, Xi R 11-36-66-67
S 2-7-16-46
Flassigstickstoff $9-23-26
Formaldehyd 37 % T R 23/24/25-34-40-43
S 24/25
Giemsa Farbeldsung Xi R 36

S 26-36/37-45-51
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Stoffname Gefahrensymbol R- und S-Satze
B-Glycerolphosphat Xi R 36/37/38

S 26-37/39
Isopropanol F, Xi R 11-36-67

S (2-)7-16-24/25-26
Kaliumhydroxid C R 22-35

S (1/2-)26-36/37/39-45
Magnesiumchlorid Xi R 36/37

S 26-39
B-Mercaptoethanol T,C N R 22-24-34-51/53

S 23-26-29-36/37/39-61
Methanol T, F R 11-23/24/25-39

S (1/2-)7-16-36/37-45
Natriumazid T+ N R 28-32-50/53

S (1/2-)28-45-60-61
Natriumfluorid T R 25-32-36/38

S (1/2-)22-36-45
Natriumhydroxid C R 35

S (1/2-)26-37/39-45
Nonidet-P40 Xi R 37-41

S 26-39
Penicillin Xn R 42/43

$22-36/37-45
PMSF T, C R 25-34

S 26-28A-36/37/39-45
Propidiumiodid Xi R 36/37/38

S26
Salzsdure 37% C R 34-37

S (1/2-)26-45
SDS Xn, F R 11-21/22-36/37/38

S 26-36/37/39
Streptomycinsulfat T R 61-22

S 45-36/37/39-22
TEMED F, C R 11-20/22-34

S (1/2-)16-26-36/37/39-45
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Stoffname Gefahrensymbol R- und S-Satze
Tris-Base Xi R 36
S26
Tris-HCl Xi R 36/37/38
$24/25
Triton X 100 Xi, N R 36/37/38-51/53
S26-61
Trypanblau-Losung 0,4% T R 45
$53-45
Trypsin Xn R 36/37/38-42
S (2-)22-24-26-36/37
Wasserstoffperoxid 30 % Xn R 22-41
S 26-39
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Anhang

Zu Abschnitt 3.2.3: Analyse der Zellverteilung auf die verschiedenen
Zellzyklusphasen nach CDDP-Behandlung

Tabelle 0.1:

Zellzyklusverteilung nach CDDP-Behandlung mit 2.5 uM fir 3h, 24h und 48 h mit

anschlieBender cisplatinfreier Inkubation bis zu 48 h. Angabe der Mittelwerte mit
Standardabweichung. Alle Werte wurden aus drei unabhdngigen Versuchen gemittelt.

Inkubationszeit /
ZnM

Zellzyklusphasen

NT-2

NT-2-R

TCam-2

3 h Kontrolle

Sub-G;
G,

S
G,/M

1.3%+0.5%

33.5%+55%
273%+12.0%
38.0%+3.6%

1.2%+0.7%

340%+4.2%
303%+4.4%
26.4% +£5.8%

30%+2.2%

50.9% 4.7 %
206 %+£1.0%
255%+1.6%

3h

SUb'Gl
Gy

Gy/M

1.3%+0.3%

352%+6.6%
27.0% +£3.6%
265%+2.7%

1.1%+0.4%

33.7%+4.9%
29.6%+4.8%
357%+7.5%

27%*13%

528%+1.3%
20.7% £0.5%
23.8%+1.3%

3h/3h

Sub-G;
G;

G,/M

09%+0.1%

351%+5.6%
291%+2.2%
349%+4.2%

1.0%+0.5%

30.7%+£3.9%
323%+5.1%
36.1%+3.7%

22%+05%

533%+2.4%
211%+1.1%
234%+t1.9%

3h/6h

Sub-G;
Gy

Gy/M

1.3%+0.4%

374 % £3.2%
31.7%+2.7%
296 %+2.3%

1.1%+0.8%

35.0%+3.5%
32.7%+16.1%
312% +3.4%

3.0%+2.0%

528% +1.5%
222%+t1.4%
220%£2.7%

3h/24h

SUb'G1
Gy

G,/M

1.0% +0.3%

11.2%+1.2%
305%+4.1%
57.4% +5.0%

13%+0.6%

156%+7.6%
343%+5.4%
49.2% +7.4%

44%+1.6%

493 % +23%
208% £2.4%
255%+1.4%

3h/48h

Sub-G;
Gy

G,/M

1.9%+0.9%

333%+1.6%
208%+2.4%
44.1%+1.8%

1.4%+0.9%

319%+1.1%
243%+4.7%
425%*+3.4%

33%+1.4%

549%+3.0%
13.5%+3.3%
283 % +0.5%
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Inkubationszeit /
ZnM

Zellzyklusphasen

NT-2

NT-2-R

TCam-2

24 h Kontrolle

Sub-G;
Gy

S
G,/M

1.6% +0.6%

403%+1.2%
246%+£1.6%
335%+1.6%

23%*0.7%

40.7% +6.7%
26.7%+£0.6%
30.3%+6.2%

28%+1.2%

55.2%+1.3%
17.4%+0.6 %
247 % +£3.2%

24 h

SUb'Gl
Gy

Gy/M

21%+1.2%

258%+£3.5%
453 % *+58%
26.8%+£2.8%

14%+0.1%
174 %+ 5.6 %
48.7%2.8%
325%2.9%

23%*05%

44.2% 0.9 %
26.6 %+0.9%
27.0%+£0.3%

24h/3h

Sub-G;
G

Gy/M

20%+09%

22.7% +0.7%
452% 4.7 %
30.2% +£5.7%

1.3%+0.6%

142%+3.4%
48.8% +2.9%
357%+23%

3.0%+0.5%

455%+2.6%
262%+1.4%
253%+2.0%

24h/6h

SUb'G1
Gy

G,/M

1.7% + 0.5 %

189%+59%
439%+7.2%
356 %+2.7%

1.5%+0.6%

11.4%+3.0%
435%*+1.6%
43.6%+49%

38%+2.6%

41.4%+1.3%
26.2%+1.1%
286 %+t0.3%

24h/24h

Sub-G;
G

G,/M

6.2%+3.7%
6.5%+19%
13.6%+2.8%
73.7% +1.8%

59%+2.8%
92%*1.1%
16.5%+1.9%
68.5% +2.0%

32%+04

269%+1.0%
16.1%+0.8%
53.0%+1.8%

24h/48h

Sub-G;
G,

Gy/M

49.2% +2.0%
8.0%*0.7%

10.1%+0.8%
327%+3.0%

248%+£9.2%
11.1%+1.0%
187%+2.0%
455%+79%

48 h Kontrolle

SUb'G1
Gy

G,/M

1.4% +0.4%

419%+3.4%
21.0%+2.2%
358%+1.3%

0.7%+0.3%

42.8% +1.6%
231%+1.4%
334%+33%

43%+2.0%

52.7%+t3.3%
14.5% + 0.5%
286 %12.3%

48 h

Sub-G;
G,

Gy/M

39%+0.4%
7.2%*2.8%
156 %+0.6 %
73.3%%3.7%

2.7% +0.04 %
84%*13%

174% +4.3 %
71.5% *4.9 %

83%*45%

235%+4.0%
194%+2.7%
48.8%+59 %

48h/3h

SUb'G1
Gy

Gy/M

43%+09%
7.1%%3.0%
148%+2.1%
73.8% £5.3%

26%%+1.2%
9.1%+2.6%
15.7% 3.6 %
726 % £5.2%

6.6%+4.7%

258%+t2.9%
169%+1.6%
50.7% £1.8%
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Inkubationszeit / Zellzyklusphasen | NT-2 NT-2-R TCam-2

ZnM

48h/6h Sub-G; 53%+1.3% 55%%2.9% 92%+79%
Gy 6.0% +2.0% 7.8%+29% 274%+4.2%
S 129%+33% |134%+14% |14.7%*+2.4%
G,/M 758%+53% |73.4%+3.7% |488%+2.2%

48h/24h Sub-G; 40.7% +6.8% |282%+99% |99%+1.5%
Gy 85%+3.2% 139%+04% |342%+55%
S 103%+25% |126%+1.8% | 13.4%+0.8%
G,/M 405%+11.7% | 453 % +11.8% | 425% +4.1%

Tabelle 0.2: Konzentrationsabhangigkeit der Veranderung der Zellzyklusverteilung in den TCam-2-

Zellen nach Behandlung mit 2.5 uM, 30 uM und 100 uM CDDP fiir 3 h, 24 h und 48 h.
Angabe der Mittelwerte mit Standardabweichung. Alle Werte wurden aus drei
unabhangigen Versuchen gemittelt

Inkubationszeit CDDP- Zellzyklusphasen TCam-2
Konzentration
Kontrolle Sub-G; 32%+2.4%
G 54.8% +2.4%
S 16.6 % 0.6 %
G,/M 255%+0.8%
2.5uM Sub-G; 24%+05%
G 57.4% +6.4%
S 16.2%+1.2%
G,/M 240% +£5.1%
3h 30 uM Sub-G; 23%+0.4%
G 6.1%+53%
S 15.0%+£0.8%
G,/M 21.7% £ 4.6 %
100 puM Sub-G; 22%+05%
G 57.9% +1.4%
S 153%+0.8%
G,/M 247 % +1.3%
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Inkubationszeit CDDP- Zellzyklusphasen TCam-2
Konzentration
Kontrolle Sub-G; 1.7%+£03%
CH 589%+1.5%
S 13.2% 0.5 %
G,/M 262%+1.3%
2.5uM Sub-G; 27%+£19%
G, 46.6% 1.2 %
S 226%+1.6%
G,/M 280%+£1.2%
24 h
30 uM Sub-G; 164%+15%
G, 55.9% +2.5%
S 122%+0.7%
G,/M 155%+1.2%
100 pM Sub-G; 125%+2.4%
G 582%+3.1%
S 13.0%+1.2%
G,/M 16.3% 0.6 %
Kontrolle Sub-G; 29%+05%
G 53.6%+3.1%
S 10.5%+1.8%
G,/M 33.0%+3.6%
2.5 uM Sub-G, 11.5%+6.5%
G 250%+£5.2%
S 234%+2.1%
G,/M 401 % +£11.7%
48 h
30 uM Sub-G; 409 % +10.6 %
G 403% £3.8%
S 9.7%+4.0%
G,/M 92%+2.8%
100 uM Sub-G; 239%+53%
G, 49.4%+51%
S 11.7% +1.9%
G,/M 150%+1.4%
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Zu Abschnitt 4.4.1.2: Analyse der Zellverteilung auf die verschiedenen
Zellzyklusphasen nach Bestrahlung

Tabelle 0.3:  Zellzyklusverteilung nach Bestrahlung mit 1 Gy, 2 Gy, 4 Gy und 6 Gy. Die Messungen
erfolgten 24h und 48h nach der Bestrahlung. Angabe der Mittelwerte mit
Standardabweichung. Alle Werte wurden aus drei unabhangigen Versuchen gemittelt.

Zeit nach Strahlendosis Zellzyklusphasen TCam-2
Bestrahlung
Kontrolle Sub-G; 28%+1.2%
G, 57.6% +3.6%
S 12.4% +0.6 %
G,/M 27.2% +3.0%
1 Gy Sub-G, 26%+1.1%
G 62.0%+£7.7%
S 11.2%+£2.0%
G,/M 243% +5.8%
2 Gy Sub-G; 2.1%+0.04 %
24 h G, 61.5%+5.2%
S 11.0%+1.7%
G,/M 254 % +3.6%
4 Gy Sub-G; 27%+05%
G 56.8% £4.0 %
S 9.6%+2.2%
G,/M 309%+2.7%
6 Gy Sub-G; 42%+1.2%
G 543%+8.8%
S 85%+1.9%
G,/M 330%+8.4%
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Zeit nach
Bestrahlung

48 h

Strahlendosis Zellzyklusphasen TCam-2
Kontrolle Sub-G; 28%+1.2%
CH 57.6% £3.6%
S 12.4% +0.6 %
G,/M 27.2% +3.0%
1 Gy Sub-G, 19%+0.5%
G, 554%+1.0%
S 10.8%+0.6 %
G,/M 320%+1.2%
2 Gy Sub-G; 27%+0.7%
G, 57.2% +4.9%
S 11.1%+1.9%
Gy/M 29.1%+4.4%
4 Gy Sub-G, 34%+0.8%
G 51.6% +£1.5%
S 11.5%+15%
G,/M 335%+1.3%
6 Gy Sub-G; 52%+09%
G 50.1%+1.1%
S 120%+1.9%
G,/M 328%+1.1%
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