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1 Einleitung

Die Behandlung von bdésartigen Tumorerkrankungen mit ionisierenden Strahlen ist integraler
Bestandteil der modernen Onkologie. Seit dem Beginn des 20. Jahrhunderts kennt man den
Effekt von ionisierenden Strahlen auf Tumorgewebe und macht ihn sich bei der Behandlung
von Tumoren zu Nutze (Scherer 1995). Prinzipiell beeinflussen ionisierende Strahlen alle Kor-
perzellen durch lonisation und Anregung ihrer Molekiile, wobei die zellulare DNA als das emp-
findlichste Molekul angesehen wird. Entstandene Schaden wie Basenschéden, Einzelstrangbri-
che oder Doppelstrangbriiche kénnen komplexe Signalwege aktivieren, an denen eine Vielzahl
von Proteinen bzw. Genen beteiligt sind. Deren Zusammenspiel und Regulation entscheidet
letztendlich dartber, ob eine Zelle den Strahlenschaden reparieren wird oder ob es infolge
falsch oder nicht reparierter Schaden zu Mutationen oder zum Zelluntergang kommt
(Thompson 2012). Letzterer ist das erwiinschte Resultat einer Tumorbestrahlung, kann aber

auch zu unerwinschten Nebenwirkungen im gesunden Gewebe fiihren (Rosen et al. 1999).

Zahlreiche Gene, die flr verschiedene Proteine an der Verarbeitung strahleninduzierter Scha-
den beteiligt sind, konnten bereits identifiziert werden. Dazu gehdren Gene der Basen- und der
Nukleotid-Exzisionsreparatur, der Doppelstrangbruchreparaturen NHEJ und HRR (Dhillon et
al. 2011; Lagerwerf et al. 2011) aber auch Gene verschiedener Signalwege, wie z.B. der TGF3-
Signalweg (Li H et al. 2009, Wang M et al. 2013; Zhang M et al. 2011).

In Kooperationsprojekten der Abteilungen Klinische Pharmakologie, Strahlentherapie und Ra-
dioonkologie wurden in den letzten Jahren Interaktionen zwischen dem TGFf-Signalweg und
der DNA-Schadensverarbeitung identifiziert und Einfliisse genetischer Variationen im TGFf3-
Signalweg auf die Strahlenantwort analysiert. Mittels einer an Kandidatengenen orientierten
hypothesengetriebenen VVorgehensweise wurde der Einfluss der genetischen Variabilitat auf die
Funktion des TGFpB-Signalwegs eingehend untersucht. Die phanotypische Charakterisierung
umfasste dabei Analysen tber Genexpression (MRNA und Protein), Zellvitalitdt und Chromo-
somen-Aberrationen. Dabei zeigten sich fir Marker im TGFBRI-Gen Zusammenhdnge mit der
SMAD3-Expressionsregulation und der Strahlensensibilitat (Schirmer et al. 2009). In einer
weiteren Studie konnte ein hypofunktioneller TGFB1-Haplotyp identifiziert werden, der mit
einer geringeren TGFp1-Plasmakonzentration, weniger TGFp1-Freisetzung bestrahlter Zellen,
weniger Chromosomenaberrationen und einer reduzierten Zellapoptose nach Bestrahlung ein-

herging (Schirmer et al. 2011).


http://de.wikipedia.org/wiki/Ionisation
http://de.wikipedia.org/wiki/Anregung
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1.1 Bedeutung des TGFB-Signalwegs

Das Zytokin Transforming Growth Factor Beta (TGFf) und sein zugehdriger Signalweg sind
von zentraler Bedeutung in der Proliferation und Differenzierung von Zellen und Geweben.
TGFp spielt so z.B. eine wichtige Rolle in der embryonalen Entwicklung, bei der Immunreak-
tion, bei der Angiogenese, bei Heilungsprozessen, bei Bildung von extrazellularer Matrix, bei
Zellmotilitat, Adhasion und auch bei der Einleitung der Apoptose (Dancea et al. 2009; Dennler
et al. 2002; Korpal und Kang 2010; Massague 2008). So wird ein Zusammenhang des TGF[3-
Signalwegs mit der Pathogenese vieler Erkrankungen gesehen (hier seien nur einige Beispiele
genannt): Brustkrebs (Massague 2008), Pankreaskarzinome und kolorektale Karzinome
(Korpal und Kang 2010), erhohtes Risiko fir Hirnmetastasen bei NSCLC (Li Q et al. 2012)
sowie Erkrankungen wie Arteriosklerose (Gonzalez-Ramos et al. 2013), Marfan-Syndrom
(Sawaki und Suzuki 2013; Yuan et al. 2011), COPD (Celedon et al. 2004).

Der TGFB-Signalweg wirkt durch seine regulierende Funktion in friihen Stadien der Tumorent-
stehung in erster Linie tumorsuppressiv. Jedoch nutzen Tumorzellen die modulierende Wirkung
von TGFf auf Prozesse wie Zellinvasion oder Zellregulation auch zu ihren Gunsten aus, so
dass es im Verlauf zu einer onkogenen Wirkung kommen kann (Dancea et al. 2009; Dennler et
al. 2002).

Apoptose
Differenzierung w Proliferation
W

Abbildung 1: TGF-induzierte Prozesse.
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1.1.1 Komponenten des TGFB-Signalwegs

An der Transduktion im TGFp-Signalweg sind Liganden, Rezeptoren und Signaltransduktions-
molekdile beteiligt, wobei TGFf die Funktion des Liganden hat. In der extrazellularen Matrix
eingelagert, kann die latente Vorlauferform nach Bedarf durch Proteasen gespalten und dadurch
aktiviert werden. Es sind drei Isoformen von TGFf bekannt. TGFpB1 ist die haufigste ubiquitar
exprimierte Isoform. Dieses wird in verschiedenen Geweben exprimiert, vor allem in Endothel,
in Bindegewebe und in hdmatopoetischen Zellen. VVon den verschiedenen Isoformen ist haupt-
séchlich TGFB1 im zirkulierenden Blut des Menschen von Bedeutung (Cornelini et al. 2003;
Dennler et al. 2002; Kubiczkova et al. 2012; Massague 1998; Schmierer und Hill 2007). Daher
wurde diese Isoform auch fur die Versuche im Rahmen dieser Arbeit verwendet.

Als Rezeptoren dienen zwei Gruppen von Transmembranproteinen: TGFBRI (bisher sieben
verschiedene Subtypen bekannt) und TGFBRII (bisher funf verschiedene Subtypen bekannt)
(Massague und Gomis 2006; Schmierer und Hill 2007). Die Signaltransduktion und Transkript-
modulation wird durch SMAD-Proteine gewéhrleistet. Hier sind die regulatorisch, inhibitorisch
sowie co-aktivatorisch wirkenden SMAD-Proteine voneinander zu unterscheiden (Wu et al.
2010).

Hier sei nun im Folgenden die am h&ufigsten relevante Form des TGFB-Signalwegs erléutert,
wobei es zu bedenken gilt, dass auch andere Liganden diesen Signalweg aktivieren kdnnen

bzw. die genannten Liganden auch andere Funktionen haben kdnnen.

Zunéchst kommt es zur Bindung des Liganden TGFB1 an den hochaffinen Rezeptor TGFBRIL.
Konsekutiv rutscht der TGFBRI in topografische N&he des TGFBRII. Es kommt zur Komplex-
bindung der beiden Rezeptoren mit dem Liganden. TGFBRII aktiviert durch Phosphorylierung
TGFBRI. Durch Phosphorylierung der rezeptorregulierten SMAD (R-SMAD) 2 und 3 werden
auch die R-SMAD 1, 5 und 8 aktiviert. Im Grundzustand sind SMAD2 und SMAD3 im Zyto-
plasma lokalisiert, wo sie durch Bindung an bestimmte Proteine wie z.B. SARA (SMAD anchor
for receptor activation) blockiert werden. Die TGFBRI-vermittelte Phosphorylierung mindert
die Affinitat der SMAD zu SARA und bewirkt die Interaktion mit dem Kofaktor SMADA4. Es
wird ein heterooligomerer Komplex gebildet, der in den Zellkern transloziert und mit Hilfe
verschiedener Kofaktoren mit hoher Spezifitat und Affinitdt die Gentranskription reguliert
(Korpal und Kang 2010; Tsukazaki et al. 1998).

Durch diese kombinierte Interaktion mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren kann ein TGFf3-

Stimulus hunderte von Zielgenen aktivieren oder unterdriicken (Massague 2008).
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Inhibitorische SMAD-Molekule kénnen durch kompetitiven Antagonismus bei Phosphorylie-
rung von SMAD2 bzw. SMAD3 eine Signalhemmung hervorrufen. Das System ist also nicht
nur in der Lage, die Genexpression zu regulieren, sondern Uber eine negative Rickkopplung
auch sich selbst. So konnte z.B. gezeigt werden, dass eine Behandlung mononukledrer Leuko-
zyten mit TGFB zu einer verminderten Transkription des SMAD3-Gens fiihrt (Schirmer et al.
2009).

Ein Tumor hat verschiedene Ansatzpunkte, die tumorsuppressive Wirkung des TGFB-Signal-
wegs auszuschalten. Der TGFB-Signalweg kann entweder durch rezeptorinaktivierende Muta-
tionen gehemmt werden, was sich z.B. kolorektale Karzinome zu Nutze machen durch Mutation
des TGFBRII oder durch selektives Ausschalten des tumorsuppressiven Arms des Signalwegs,

was bei der Entstehung von Brustkrebs relevant ist (Massague 2008).

Abbildung 2: Schematische Darstellung des TGFB-Signalwegs. Der TGFB-Signalweg (modifiziert nach Siegel
und Massague 2003). TGFB1 bindet an TGFBRII und bewirkt die Rekrutierung und Phosphorylie-
rung von TGFBRI. Der aktivierte TGFBRI phosphoryliert die Rezeptor-assoziierten R-SMAD
(SMAD2/3), die dadurch von ihrem zytoplasmatischen Anker (SARA) befreit werden und zusam-
men mit SMAD4 in den Kern translozieren. SMAD-Proteine interagieren mit verschiedenen Tran-
skriptionsfaktoren (TF) und Kofaktoren (Co), um die Gentranskription zu regulieren.
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1.1.2 Inhibition des TGFB-Signalwegs durch den Antikorper

Es wurden einige Inhibitoren der verschiedenen Komponenten des TGFB-Signalwegs entwi-
ckelt und praklinisch getestet. Diese lassen sich in drei Klassen einteilen. Zum einen seien hier
die Ligandenfallen genannt, zu denen monoklonale TGFB-neutralisierende Antikdérper und 16s-
liche TBRII und TBRIII gehdren (z.B. 2G7, 1D11, GC1008). Die zweite Klasse besteht aus dem
Antisense-Molekdl-vermittelten Silencing der TGFp-Liganden (z.B. AP12009). Die dritte
Maoglichkeit, den TGFB-Signalweg zu hemmen, ist der Einsatz von small molecule-basierten
TBRI Kinase-Inhibitoren (z.B. SD208, LY2157299) (Korpal und Kang 2010). In dieser Arbeit
wurde die Strategie des neutralisierenden Antikdrpers 1D11 genutzt. Dieser ist in der Lage, alle
drei Isoformen des TGF-Liganden zu binden und auf diese Weise deren biologische Aktivitat

zu reduzieren.

Es gibt Hinweise darauf, dass eine intraperitoneale Gabe des Ligandenféangers 2G7 beispiels-
weise ein intraabdominales Tumorgebilde supprimieren kann (Arteaga et al. 1993; Korpal und
Kang 2010). Basierend auf dem Wissen, dass TGFp eine starke immunsuppressive Wirkung
ausiibt, kdnnte sich eine Inhibition des TGF-Signalwegs positiv auf die Therapie verschiede-
ner Tumorerkrankungen beispielsweise des Glioms, des Melanoms oder des Nierenzellkarzi-
noms auswirken. Doch sind auch tumorspezifische Vorteile durch die Blockade des TGFj-
Signalwegs nicht auszuschlieBen (Massague 2008). Darlber hinaus wére denkbar, dass eine
l&ngere Behandlung mittels TGFB-Inhibitoren Defekte des Immunsystems zur Folge hétte. Eine
exakte Dosisanpassung ist anzustreben, um Funktionen, die durch UberschielRende pathologi-
sche TGFB-Bildung entstehen, zu hemmen bei gleichzeitigem Erhalt der physiologisch notwen-
digen TGFp-Funktionen (Korpal und Kang 2010).

1.2 DNA-Reparatur

Die DNA einer Zelle ist als Makromolekiil senr empfindlich gegeniiber exogenen und endoge-
nen Einflussen. So kdnnen Verénderungen in ihrer Struktur z.B. durch mutagene Substanzen,
thermischen Stress, natirliche und zivilisatorische ionisierende Strahlung oder auch endogen
durch spontane Fehler wahrend der DNA-Replikation, durch mangelhafte DNA-Reparatur oder
durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) hervorgerufen werden. Da im Zusammenhang mit der
vorliegenden Arbeit besonders die Auswirkungen der Réntgenstrahlung auf die DNA von Be-
deutung ist, sei hierauf kurz nédher eingegangen. lonisierende Strahlung induziert ver-
schiedenste Schaden in der DNA. Nach Bestrahlung mit 1 Gy kénnen in der Zelle 4000-5000
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DNA-Schaden festgestellt werden. Am haufigsten kommt es zu Basenschéden (1000-
3000/Zelle) und Einzelstrangbriichen (1000/Zelle). Die Anzahl der Doppelstrangbriiche liegt
nach dieser Dosis bei etwa 20-40 pro Zelle (Dahm-Daphi et al. 2000; Lobrich et al. 1995;
Rogakou et al. 1998; Ward 1988).

Im Rahmen der Zellzykluskontrolle kdnnen Kontrollproteine eine Zelle bzw. deren DNA als

defekt erkennen und einen Zyklusarrest oder eine Apoptose einleiten.

Wiéhrend der Evolution hat die Zelle verschiedene Methoden entwickelt, um Schéden in der
DNA zu erkennen, nach Mdglichkeit zu reparieren und zu verhindern, dass diese an die fol-
gende Generation weitergegeben werden. So soll die genomische Integritat durch Zellteilung
und Weitergabe von Merkmalen gewahrleistet werden. Eine gewisse Variabilitdt und Mutatio-
nen in Kombination mit sexueller Fortpflanzung bilden gleichzeitig die Voraussetzung fur die
Evolution. Mutationen und Krebserkrankungen konnen einerseits durch DNA-Reparatur ver-
hindert, andererseits aber auch durch fehlerhafte Reparatur (L&sionstoleranz) bewirkt werden.
Verschiedene Mausmodelle zeigen, dass Fehler wahrend der DNA-Reparatur genomische In-

stabilitat verursachen (Ferguson und Alt 2001).

Ist der Defekt nicht mehr zu beheben, bevor die Zelle in die Mitose geht, gibt es die Mdéglich-
keit, die Apoptose einzuleiten.

1.2.1 Reparatur von Einzelstrangbriichen und Basenschaden
1.2.1.1 Basen-Exzisionsreparatur (BER)

Die BER stellt den am hdufigsten genutzten Reparaturweg der DNA dar. Modifizierte Basen
werden in einem mehrstufigen Prozess, der durch substratspezifische DNA-Glykosylasen ein-
geleitet wird, repariert. Bisher sind 11 unterschiedliche DNA-Glykosylasen in humanen Zellen
bekannt (Friedberg et al. 2006; Gros et al. 2002).

Nach Erkennung der fehlerhaften Base wird die n-glykosidische Bindung zwischen Base und
Desoxyribose gespalten. An dieser Stelle entsteht eine AP-Stelle. Durch eine AP-Endonuklease
wird das Zwischenstuick prozessiert, um in weiteren Etappen die DNA-Synthese und die Liga-
tion durchfuhren zu kénnen, so dass wieder die korrekte Basensequenz vorliegt (Amouroux et
al. 2010; Hoeijmakers 2001).

Es gibt zwei Varianten der BER. 80-90% aller Reparaturprozesse erfolgen mittels short patch

repair. In diesem Fall wird nur ein einzelnes Nukleotid ersetzt. Beim long patch repair erfolgt
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der Austausch von zwei bis zehn Nukleotiden (Robertson et al. 2009). Beteiligte Proteine sind
u.a. XRCC1 und LIG1.

1.2.1.2 Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER)

Mittels NER werden verschiedene Lasionen repariert. Hierzu zahlen z.B. crosslinks innerhalb
der DNA-Stréange oder grobe DNA-Lasionen. Das gemeinsame Charakteristikum der Schaden,
die von der NER erkannt werden, ist eine Deformierung der DNA-Doppelhelix (Hess et al.
1997). Das Ziel der NER ist die beidseitige Entfernung eines Nukleotidschadens im DNA-
Strang. Dabei kénnen herausgeschnittene Anteile bis zu 32 Nukleotide lang sein. Die hierdurch
verursachte Liicke wird durch eine DNA-Polymerase geschlossen. Der neu entstandene DNA-
Abschnitt wird nachfolgend durch Ligatur eingefugt (Batty und Wood 2000). Man unterschei-
det zwei Wege der NER. Zum einen global genome repair, welcher Reparaturen an Bereichen
der DNA vornimmt, die nicht transkribiert werden. Zum anderen gibt es den transcription coup-
led repair. Dieser Gbernimmt die Korrektur von Schaden in Bereichen des Genoms, die
transkribiert werden (Feng et al. 2003; Mellon et al. 1987).

An diesem Reparaturmechanismus sind u.a. die Gene ERCC1/2, CSA/B und XRCC1 beteiligt.

Mutationen, welche die CSA/B Gene betreffen, fiihren zur Ausbildung des Krankheitsbildes
Cockayne-Syndrom. Mutationen betreffend die XPA-XPG-Familie, fiihren zur Ausbildung des

Krankheitsbildes Xeroderma pigmentosum. Bei Xeroderma pigmentosum ist das Hautkrebsri-

siko erhoht, was auf die Wichtigkeit einer funktionierenden DNA-Reparatur nach UV-Bestrah-
lung hinweist. Polymorphismen im XRCC1-Protein sind mit einem erhéhten Vorkommen von

Krebserkrankungen assoziiert (Price et al. 1997).
1.2.1.3 Mismatch-Reparatur

DNA-Mismatch-Reparaturproteine sind in der Lage, im DNA-Doppelstrang fehlerhafte Basen-
paarungen, die wahrend der DNA-Replikation entstanden sind, zu detektieren und diese zu eli-
minieren (Surtees et al. 2004). Grundsétzlich sind unter den DNA-Mismatch-Reparaturprotei-
nen “"zwei Familien" (Fishel et al. 1994), die MutS-Homologe (MSH) und MutL-Homologe
(MLH), voneinander zu unterscheiden (lyer et al. 2006). Dabei kommt es unter den Proteinen
zu typischen Komplexbildungen, um in ihrer Funktion wirksam zu sein. Die Proteinkomplexe
MutSa (Drummond et al. 1995), bestehend aus einem Heterodimer aus den Proteinen MSH2
und MSH6 (G-T-Bindungsprotein), und MutLa (Li und Modrich 1995), bestehend aus einem
Heterodimer aus den Proteinen MLH1 und PMS2, gelten als die prominentesten Mitwirkenden
bei der DNA-Mismatch-Reparatur in menschlichen Zellen (lyer et al. 2008; Plotz et al. 2006).


http://de.wikipedia.org/wiki/Cockayne-Syndrom
http://de.wikipedia.org/wiki/Xeroderma_pigmentosum
http://de.wikipedia.org/wiki/Hautkrebs
http://de.wikipedia.org/wiki/Hautkrebs
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In einer aktuellen Metaanalyse wurde herausgestellt, dass somatische Mutationen auf den
MLH1- und MSH2/6-Genen mit einer hohen Prévalenz von kolorektalen Karzinomen einher-
gehen und somit eine vitale Rolle spielen (Zhang et al. 2012; Fishel et al. 1994a). Darlber
hinaus werden auch Mutationen derselben Gene mit der Entstehung des sporadischen Nieren-

zellkarzinoms in Verbindung gebracht (Stoehr et al. 2012).

Zu den in dieser Arbeit analysierten Genen entsprechender DNA-Mismatch-Reparatur-protei-
nen gehdren die Gene MLH1, MSH2 und MSH6.

1.2.2 Reparatur von Doppelstrangbriichen
1.2.2.1 Nicht-homologe-End-zu-End-Verknupfung (NHEJ)

NHEJ wird in allen Zellzyklusphasen beobachtet und ist der Reparaturmechanismus der ersten
Wahl bei Doppelstrangbriichen von Zellen, die in der G1-Phase oder in der friihen S-Phase sind.
Dadiese ihre DNA noch nicht repliziert haben, dient hier zur Reparatur der Doppelstrangbriiche
das homologe Chromosom. Es werden nur sehr kurze homologe Bereiche zur Reparatur von

Doppelstrangbriichen benétigt.

Eine Schwesterchromatide als Matrize liegt nicht vor. Somit werden die freien Enden der DNA
direkt miteinander verknuipft und ligiert (Buck et al. 2006; Lieber et al. 2003; Rothkamm und
Lobrich 2003; Takata et al. 1998; Weterings und Chen 2008).

Aufgrund der hohen Fehlerquote kann aus dieser Art der Reparatur ein Verlust oder ein Gewinn
ganzer Nukleotidsequenzen resultieren (Helleday et al. 2007; Liang et al. 1998; Odersky et al.
2002). Minimale Anderungen in der DNA-Sequenz sind nicht selten. Auch chromosomale Um-
lagerungen durch fehlerhafte Verknipfungen von DNA-Enden, die primér nicht zusammenge-
héren, kommen vor. An diesem Reparaturmechanismus sind verschiedene DNA-Reparaturgene
beteilgt, u.a. PRKDC, RAD 50 und XRCC4/5 (Hefferin und Tomkinson 2005).

1.2.2.2 Homologe Rekombinationsreparatur (HRR)

HRR ist der bevorzugte Mechanismus zur Reparatur von Doppelstrangbriichen, die wahrend
und nach der DNA Replikation in der S-Phase des Zellzyklus auftreten. Hier verfligt die Zelle
uber eine identische DNA-Kopie (Sung und Klein 2006). Fehlende Sequenz-Informationen
werden an der Schadensstelle komplementéar zur homologen Sequenz, meist diejenige des
Schwesterchromatins, neu synthetisiert. Durch die groRe Sequenzhomologie der Schwester-
chromatide wird eine sehr hohe Genauigkeit der Reparatur erzielt (Pierce et al. 2001). An der
HRR beteiligte Proteine sind unter anderem RAD 51/52/54, XRCC2/3, BRCA1/2 und MLH1.
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Mutationen des BRCA1-Gens und des BRCA2-Gens haben sowohl einen Einfluss auf die Ent-
stehung von Mamma- oder Ovarialtumoren (Chen et al. 1995), als auch einen maRgeblichen
Anteil an der Entstehung anderer Tumorentitaten, insbesondere Lymphome und Leukdmien
(Friedenson 2007)

1.3 Das internationale HapMap-Projekt

Das menschliche Genom spielt eine entscheidende, aber wenig verstandene Rolle bei der Ent-
stehung verschiedener Krankheiten. Man vermutete, dass eine umfassende Analyse der
menschlichen Haplotyp-Struktur Einblicke in die Entstehung menschlicher Populationen, auf
die EinflussgréRen genetischer Vielfalt und auf populationsbezogene Krankheiten erlaubt
(Gabriel et al. 2002).

Das internationale HapMap-Projekt ist im Oktober 2002 durch das internationale HapMap-
Konsortium, einer Kooperation von 19 Forschungsgruppen aus insgesamt sechs Staaten (Japan,
GroRbritannien, Kanada, China, USA und Nigeria) initiiert worden. Ziel des Projektes war, die
DNA des menschlichen Genoms auf gemeinsame und interindividuell verschiedene Merkmale
zu analysieren, zu beschreiben und der Offentlichkeit frei zuganglich zu machen. Mit Hilfe der
Bestimmung der Genotypen von sehr vielen Varianten an Basensequenzen, auRerdem tber die
Analyse der Haufigkeiten von Basensequenzen und der Grad ihrer Verbindung untereinander,
sollte eine Karte (map) Uber die charakteristischen Muster beztglich des menschlichen Genoms
erstellt werden. Die Erstellung dieser Karte sollte aus DNA-Proben aus afrikanischen, asiati-
schen und europdischen Populationen generiert werden. Man erhoffte sich, charakteristische
Varianten an Basensequenzen zu entdecken, die die Entstehung haufiger Erkrankungen beein-
flussen. AulRerdem versprach man sich Erkenntnisse tUber genetische Einflisse, die im Hinblick
auf Diagnostik und Therapie von Erkrankungen eine besondere Rolle spielen ("The

International HapMap Project,” 2003).

Das menschliche Genom verfugt Gber etwa 10 Millionen Polymorphismen, also genetische Va-
rianten (Goldstein und Cavalleri 2005). Zur Analyse von Unterschieden in der Abfolge von
Basen wurden in erster Linie Einzelnukleotid-Polymorphismen (Single Nucleotide Polymor-
phism, SNP) herangezogen, da sie die haufigste Variante darstellen (Hinds et al. 2005). Der
Unterschied zwischen zwei DNA-Molekiilen besteht in diesem Fall in nur einem Basenpaar,

was prinzipiell ein charakteristischer Unterschied zwischen zwei Populationen sein kann.

Bereits im Jahre 2001 wurde eine Karte des menschlichen Genom mit 1,42 Millionen SNP
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veroffentlicht (The International SNP Map Working Group 2001). Nach Einschatzung des Hap-
Maps-Konsortiums hat das HapMap-Projekt zwar gegeniber dem humanen Genom-Projekt, in
dem das menschliche Genom sequenziert wurde, viele Gemeinsamkeiten hinsichtlich seines
Umfanges und der daraus resultierenden Folgen und wird deswegen auch als natirliche Erwei-
terung dessen gesehen (HapMap 2005). Allerdings unterscheidet es sich maligeblich darin vom
humanen Genom-Projekt, dass nicht die interindividuell gleichen 99,9% des Genoms analysiert
wurden, sondern dass "nur” auf die verbleibenden 0,1% des Genoms hinsichtlich interindividu-

eller oder zwischen verschiedenen Populationen befindlicher Unterschiede fokussiert wurde.

Im Jahre 2004 wurden insbesondere ethische Aspekte beziiglich des HapMap-Projektes in den
Mittelpunkt gertickt. So wies man darauf hin, dass es zwar zwischen den verschiedenen Popu-
lationen genetische Unterschiede gibt, diese allerdings nicht vereinfacht dazu herangezogen
werden dirfen, um damit soziale und historische Stereotypen zu bedienen. Im gleichen Zusam-
menhang wurde deutlich gemacht, dass das HapMap-Projekt unter der jeweiligen nationalen
Schirmherrschaft aus Regierung und Ethikkommission durchgefiihrt wurde unter Ber(icksich-
tigung von internationalen und nationalen ethischen Richtlinien (HapMap 2004).

Bereits im Jahre 2005 erkannte man, dass sich der Erfolg des HapMap-Projektes darin bemes-
sen wiirde, inwieweit genetische Entdeckungen zu einer verbesserten Erkenntnis tiber die Ati-
ologie von Krankheiten fiihren wirden. Gleichzeitig sah man technische Innovationen und in-
ternationale Zusammenarbeit fur das Projekt als mafigeblich, um das Verstdndnis dartiber zu

fordern, wie Krankheiten verhindert oder behandelt werden kénnen (HapMap 2005).

Das erste groRRe Ziel des Projekts, der Abschluss der Phase I, wurde mit der Genotypisierung
von 1,1 Millionen SNP an vier Populationen im Friihjahr 2005 erreicht. Den Abschluss der
Phase Il mit der Genotypisierung weiterer 4,6 Millionen SNP plante man urspriinglich fur den
Herbst 2005 (Thorisson et al. 2005). Allerdings konnte erst im Jahre 2007 die Phase 11 verof-
fentlicht werden, in der 3,1 Millionen genotypisierte SNP von 270 Individuen aus insgesamt
vier geographisch verschieden Populationen charakterisiert wurden, was ca. 25 bis 35 % aller
SNP-Variationen in der Beobachtungsgruppe abdeckt (HapMap et al. 2007).

Der Unterschied zwischen der Phase | HapMap und der Phase 1l HapMap besteht nicht nur in
einem unterschiedlichen Abstand der SNP, sondern auch in einer niedrigeren Haufigkeit von
Allelen und im Muster des Kopplungsungleichgewichtes (linkage disequilibrium, LD)
(HapMap et al. 2007). Spéter erkannte man, dass die meisten erblichen Krankheitsrisiken un-
geklart bleiben, obwohl man bis dahin grol3e Fortschritte hinsichtlich der Identifizierung von
genetischen Varianten, die einen Einfluss auf menschliche Krankheiten haben, gemacht hat
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(HapMap et al. 2010). Erst erganzende, genomweite Studien uber mehrere Generationen mit
Fokussierung auf seltene Allele kdnnten hier eine zusatzliche Klarheit liefern.

Die Daten der HapMap stehen fir die uneingeschréankte, 6ffentliche Nutzung Gber die Internet-
seite http://www.hapmap.org zur Verfigung. Neben der Mdéglichkeit, ganze HapMap-Datens-
atze herunterzuladen, sind auch Werkzeuge zur Datenanalyse verfuigbar (Thorisson et al. 2005).

Ergénzt werden die Ergebnisse des HapMap-Projektes durch die Daten einer US-amerikani-
schen Arbeitsgruppe, deren Ziel es war, eine Datengrundlage zu erstellen, anhand derer die
Struktur genetischer Variation von Menschen und ihre Beziehung zu phénotypischen Unter-
schieden untersucht werden kann. Dafur hat sie an knapp 1,6 Millionen SNP, die zu 99,54%
konkordant mit denen der HapMap waren, Allelfrequenzen und Muster von Kopplungsun-
gleichgewichten untersucht, die sich gleichmaRig verteilt tber das menschliche Genom an nicht
verwandten Individuen europaischer, afrikanischer und asiatischer Abstammung fanden (Hinds
et al. 2005).

Mit der Verfiigbarkeit einer detaillierten, genomweiten Karte Uber einzelne SNP ist die Frage,
ob es maglich ist, mit Hilfe der Analyse von Kopplungsungleichgewichten Gene abzubilden,
die einen Einfluss auf die Entstehung und méglicherweise auch auf die Behandlung von Krank-

heiten haben, zum zentralen Thema in der menschlichen Genetik geworden (Reich et al. 2001).

Fur diese Doktorarbeit wurden LCL verwendet (lymphoblastoid cell lines), die vom Corriel
Institute for Medical Research kauflich erworben wurden. Hierbei handelt es sich um B-Lym-

phozyten, die mittels Epstein-Barr-Virus immortalisiert wurden.

Die Zellen stammen von unverwandten Personen einer Bevélkerung kaukasischen Ursprungs

und sind vollstandig genotypisiert.

Zum Zeitpunkt des Versuchsbeginns standen 58 Zelllinien zur Verfugung, von denen 54 er-
folgreich angeziichtet werden konnten. Diese 54 Zelllinien wurden mittels FACS-Analyse un-

tersucht.



Einleitung 12

1.4. Ziel der Arbeit

Diese Arbeit soll dazu beitragen, die Auswirkungen ionisierender Strahlen im Rahmen einer
Strahlentherapie genauer einschatzen zu kénnen. Hierbei wird insbesondere die Assoziation der
Vitalitdt von LCL mit einer genetisch bedingten Variabilitat der Expression von Genen im
TGF-Signal- und DNA-Reparaturweg analysiert. Zur Stimulation oder Hemmung der Signal-
wege werden die LCL mit einer Dosis von 3 Gy bestrahlt und/oder mit TGF1 oder einem
TGFB-Inhibitor behandelt. Die Vitalitat der LCL wird nachfolgend durch FACS-Analysen be-

stimmt.

Folgende Fragestellungen werden im Zusammenhang mit dieser Arbeit genauer betrachtet und

analysiert:

1. Welche Eigenschaften hinsichtlich von Kopplungsungleichgewichten zeigen LD-Plots
der untersuchten Gene im TGFg-Signal- und DNA-Reparaturweg?

2. Welche auf den Genen lokalisierten SNP zeigen eine signifikante Assoziation mit der
LCL-Vitalitat nach Bestrahlung und/oder TGFf1-Inkubation oder TGFA1-Inhibition?

3. Welchen Einfluss hat der Variantenallel-Status (heterozygot, homozygot) dieser SNP
auf die LCL-Vitalitat nach Bestrahlung und/oder TGFf1-Inkubation oder TGFA1-Inhi-
bition

4. Wie wirkt sich die Kombination von Bestrahlung und TGFf1-Inkubation oder TGFA1-
Inhibition im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung, TGFp1-Inkubation oder TGFA1-
Inhibition aus?

5. Wie wirkt sich der zeitliche Ablauf der Kombinationsbehandlung (TGFf1-Inkubation

vor oder nach der Bestrahlung) auf die LCL-Vitalitat aus?



2 Material

2.1 Chemikalien

Alle Loésungen, Medien und Puffer wurden mit zweifach destilliertem Wasser angesetzt.

Tabelle 1: Chemikalien

Anti-TGF- R&D Wiesbaden, Deutschland
Cytochalasin B von Drechslera Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
Dermatioidea, Katalog-Nr. 130832

DCFH Sigma Deisenhofen, Deutschland
DMSO Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
Ethanol Merck Darmstadt, Deutschland
Ethanol 99,9% vergéllt DeRaSo Dassel-Lauenberg,

Deutschland

FACS Flow/Rinse/Safe

Becton Dickin-

Franklin Lakes, USA

log-Nr.106329

son
Fetales Kalber-Serum, Katalog-Nr. S0115 Biochrom AG Berlin, Deutschland

Glucose, Katalog-Nr. G7021 Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
HEPES, Katalog-Nr. H7523-250G Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
Methanol, Katalog-Nr.106009 Merck Darmstadt, Deutschland
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3), Kata- | Merck Darmstadt, Deutschland

Propidiumiodid

Becton Dickin-

Franklin Lakes, USA

son
RPMI 1640 Pulvermedium, Biochrom AG Berlin, Deutschland
Katalog-Nr. T125-05
Streptomycin/Penicillin, Katalog-Nr. A2213 Biochrom AG Berlin, Deutschland
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2.2 Medien

Die verwendeten Medien sind nachfolgend aufgefihrt. Sie wurden mit zweifach destilliertem

Wasser angesetzt und anschlieend durch Sterilfiltrieren sterilisiert.

LM-15%: RPMI-Medium 84% (v/v)
FCS 15 % (v/v)
Penicillin/Streptomycin 1% (v/v)

LM-2,5%: farbloses RPMI-Medium 97,5% (v/v)
FCS 2,5 % (vIv)

2.3 Puffer und Loésungen

Der verwendete Puffer ist nachfolgend aufgefihrt und wurde mit zweifach destilliertem Wasser

angesetzt und sterilfiltriert.

Tabelle 2: Puffer und Lésungen

PBS 120 mM NaCl, 17 mM NazHPOs, 3 mM KH2PO4 (pH 7,2)

Cytochalsin-B Mix I Stock: 600 ug/ml DMSO, Stock: RPMI 1640 = 1:9, 75 ul Mix
I/ml RPMI 1640 =4,5 pg/ml
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2.4 Gerate

Tabelle 3: Geréte

Accu-jet Brand Wertheim, Deutschland
Biofuge Heraeus Hanau, Deutschland
Brutschrank, (37°C, 5% CO3), Heraeus Heraeus Hanau, Deutschland

FACSAria ll

Becton Dickin-

Franclin Lakes, USA

son
FACScan Becton Franclin Lakes, USA
Invertiertes Phasenkontrastmikroskop Telaval 31 | Zeiss Gattingen, Deutschland

Kihlschrank VIP Series -86°C

Sanyo Electric
Co. Ltd

Japan

Pipetboy plus Pipettierhilfe

Integra Biosci-

Chur, Schweiz

ences
Pipetten Eppendorf Research mit Spitzen Eppendorf AG | Hamburg, Deutschland
Stereomikroskop Zeiss Gattingen, Deutschland
Sterilbank-Clean Air type DFL/REC4 KL 2A Mahl Trendelburg, Deutschland
Sterile Werkbank, Lamin Air Heraeus Hanau, Deutschland
Sterilisator Memmert Schwalbach, Deutschland
Trockenschrank Memmert Schwalbach, Deutschland
Vortexer (MS2 minishaker) IKA Staufen, Deutschland
Wasserbad GFL 1083 Schott Gattingen, Deutschland
Zentrifuge 5810R Eppendorf Hamburg, Deutschland
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2.5 Zubehor

Tabelle 4: Zubehor

Bestell-Nr. 0030073460

Eppendorf-Cups Eppendorf- Hamburg, Deutschland
Nether — Hinz
GmbH
epT.l.P.S. Reloads 20-200 pl Eppendorf AG | Hamburg, Deutschland
Bestell-Nr. 0030073428
epT.I.P.S. Reloads, 50-1000 pl Eppendorf AG | Hamburg, Deutschland

Falcon-Rohrchen 5 ml fiir FACS

Becton Dickin-

Franklin Lakes, USA

son
Gewebekulturflaschen, Nr. 658175, Greiner  Bio- | Frickenhausen,
75 cm?, 250 ml mit Filterkappen One Deutschland
Gewebekulturflaschen, Nr. 152094, Nunc Roskilde,
25 cm?, 40 ml mit Filterkappen Déanemark
Kryoréhrchen 2 ml, Nr. 9401233 Schuitt Gottingen, Deutschland
Pasteurpipetten 150mm Wilhelm  Ul- | Bamberg, Deutschland
brich GdbR
Serologische Pipetten (5ml, 10ml, 25ml) Sarstedt Nirnbrecht, Deutschland
Tissue Culture Plate, 24-Well Sarstedt Nurnbrecht, Deutschland
Transferpipetten 3,5 ml, Bestell-Nr. 861172 Sarstedt Nirnbrecht, Deutschland
Untersuchungshandschuhe Gentle Skin Meditrade Kiefersfelden,  Deutsch-
land
Zahlkammer 0,0025 mm?, (Neubauer improved) | Brand Wertheim, Deutschland
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2.6 Software

Tabelle 5: Software

Cell-Quest, Version 1.1.2™

Becton Dickinson

USA

HaploView-Software

Broad Institute

Cambridge, UK

MS Office, Version 2008 und 2011

Microsoft

Redmond, USA

SPSS, Version 12.0

IBM

USA




3 Methoden

3.1 Kultur der lymphoblastoiden Zellen

Fur diese Arbeit konnten 54 Zelllinien zu Versuchszwecken angeziichtet werden. Die entspre-

chenden ID-Nummern des Corriel-Instituts sind nachfolgend aufgefihrt:

GMO06993, GM06994, GM07000, GM07022, GM07034, GM07055, GM07056, GM07345,
GMO07357, GM11830, GM11831, GM11832, GM11839, GM11840, GM11881, GM11882,
GM11992, GM11993, GM11994, GM11995, GM12003, GM12004, GM12005, GM12006,
GM12043, GM12044, GM12056, GM12057, GM12144, GM12145, GM12146, GM12154,
GM12155; GM12156, GM12234, GM12239, GM12248, GM12249, GM 12264, GM12717,
GM12750, GM12751, GM12760, GM12762, GM12763, GM12812, GM12813, GM12814,
GM12815, GM12872, GM12873,GM12874, GM12891, GM12892.

Die lymphoblastoiden Zellen wurden in Kryoréhrchen im Stickstofftank bei -170°C aufbe-
wahrt. Die Entnahme der Kryordhrchen musste aus Sicherheitsgriinden durch eine weitere Per-
son beaufsichtigt werden. Durch Anwdarmen der Kryoréhrchen mit der Hand wurde der Inhalt
zum Antauen gebracht bis die Entnahme des Eiskerns mit umgebender Flussigkeit durch Um-
drehen des Kryoréhrchens miihelos méglich war. Der Inhalt wurde in ein zuvor mit 20 ml LM-
15% befiilltes 50 ml-Falcon-Rohrchen entleert. Nach VerschlieBen des 50 ml-Falcon-Réhr-
chens wurde dieses in eine Zentrifuge gesetzt. Vor Beginn des Zentrifugierens war darauf zu
achten, dass die Zentrifuge gleichméaRig gefiillt war. Bei einer Einstellung von 500 g, 18°C,
mittlerer Beschleunigung und mittlerer Bremse wurde fiir 10 Minuten zentrifugiert. Nach Ab-
gieRen des Uberstandes wurde mit 5 ml Nahrmedium resuspendiert. AnschlieBend konnten die
Zellen in eine kleine Kulturflasche mit 25 cm? Oberflache tiberfiihrt werden. Die Kulturflaschen
wurden zuvor beschriftet mit der entsprechenden Nummer der LCL sowie der Passagenummer

(beginnend mit ,1° nach dem Auftauen, ansteigend nach jedem Zellsplitting).

Zur Inkubation wurden die Kulturflaschen stehend in einem Brutschrank bei 37°C aufbewahrt.
Im Abstand von zwei bis drei Tagen wurde die Zelldichte mittels Mikroskop bestimmt. Eine
Verfarbung der zuvor rot-violetten Suspension zu einer gelblichen, eher triiben Suspension deu-

tete bereits makroskopisch auf eine hohe Zelldichte hin.

Zunéchst wurden 15 ml neues Medium in eine groRere Kulturflasche (75 cm?) vorgelegt.
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Nun wurden 5 ml Zellsuspension aus der bestehenden Kultur entnommen, in die gréRere Kul-

turflasche passagiert und dort mit dem Medium resuspendiert.

Nach Erreichen einer Zellzahl von mindestens 2.000.000 konnten die jeweiligen Zelllinien fir

Versuche verwendet werden.

Die unmittelbare Vorbereitung einer Versuchsreihe begann mit dem Aufwérmen des Mediums
(RPMI-15%FCS-1%PBS). Dann wurde eine Neubauerkammer bereitgestellt und mit einem
leicht angefeuchteten Deckglas abgedeckt. Das korrekte Auflegen des Deckglases bestétigte
sich dadurch, dass Newtonsche Ringe sichtbar wurden. In ein E-Cup wurden 15 ul Trypanblau

vorgelegt.

Nun wurde die Zellsuspension der zu untersuchenden Zelllinie mit dem Akku-Jet gut durch-
mischt, bis eine homogene Zellsuspension entstand und in einen 50ml-Tube Gberfihrt. 15 pl
dieser Zellsuspension wurden nun zu dem Trypanblau in den E-Cup gegeben und gut durch-
mischt, bevor die Neubauer-Kammer hiermit beschickt wurde.

Beim Auszéhlen der Zellen wurde die Neubauerkammer in vier GroRquadrate unterteilt, die
einzeln ausgezahlt wurden. Die Gesamtzellzahl errechnete sich aus der Summe der vier Grol3-
quadrate, multipliziert mit 5000, multipliziert mit dem Volumen (in ml) innerhalb des Tube.
Konnte die Mindestzellzahl erreicht werden, konnten die Versuche mit der jeweiligen Zelllinie

begonnen werden.

Zunéchst wurde die Zellsuspension in einem 50 ml-Tube fur 7 Minuten zentrifugiert (500g,
18°C, mittlere Beschleunigung, mittlere Bremse). AnschlieRend wurde der Uberstand abgegos-
sen und mit LM-15% im doppelten Volumen der Gesamtzellzahl in Mio. resuspendiert
(=500.000/ml). Vorbereitet wurden zwei 24-Well-Platten, indem sie mit der Nummer der Zell-
linie, dem Datum und den jeweiligen Behandlungsbedingungen beschriftet wurden. Es wurde

je 800 pl Zellsuspension in die Wells pipettiert nach folgendem Schema:

Kontrolle, unbehandelt (Abk. K)
Kontrolle + anti-TGFp (Abk. K-iT)

Bestrahlt (Abk. R)

Bestrahlt + Zugabe von anti-TGFf 16 h vor Bestrahlung (Abk. R-iT)

Bestrahlt + Zugabe von TGFB1 16 h vor (ante) Bestrahlung (Abk. R-Ta)
Bestrahlt + Zugabe von TGFB1 unmittelbar nach (post) Bestrahlung (Abk. R-Tp)
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Fur den Ansatz R-Ta wurde TGFB1 in einer Zielkonzentration von 5 ng/ml hinzugefugt. Fur
eine Vorverdinnung von 1:12,5 wurden 64,4 ul LM-15% mit 5,6 ul des TGFB1 (5 pg/ml-
Stocklosung) gemischt. Davon wurden je 10 ul in die entsprechenden mit 800 ul befllten
Wells gegeben. Anti-TGF wurde in einer Zielkonzentration von 250 ng/ml zu den Ansétzen
K-iT sowie zu R-it hinzugefugt. Um eine Vorverdinnung von 1:25 zu erhalten wurde zu 67,2
ul LM-15% eine Menge von 2,8 ul anti-TGF pipettiert. Davon wurden je 10 ul in die entspre-
chenden Wells gegeben. Nach 16-stiindiger Inkubation im Brutschrank bei 37°C wurde die
Well-Platte mit den Ansétzen R, R-iT, R-Ta und R-Tp mit einer Strahlendosis von 3 Gy (1
Gy/Min. fur 3 Min.) bestrahlt. Unmittelbar nach der Bestrahlung erfolgte die Zugabe von
TGFB1 in den Ansatz R-Tp. Es folgte eine Inkubationszeit von 24 h im Brutschrank bei 37°C.

3.2 Zellvitalitatsmessung mittels Durchflusszytometrie (FACS)

Die Durchflusszytometrie (FACS, fluorescense-activated cell sorting) ist ein Messverfahren,
welches der Bestimmung von Zelleigenschaften einer hohen Anzahl von Zellen in geringer Zeit
dient, z.B. Vitalitat, Volumen oder Oberflachenmarker. Dies geschieht durch Detektion opti-

scher Signale, welche die Zelle bei Passage eines Laserstrahls entsendet (Bohm 2004).
Zur Bestimmung der Zellvitalitat werden haufig Annexin und Propidiumiodid verwendet.

Annexin ist vor allem ein Marker des friihen programmierten Zelltodes. Es hat eine hohe Affi-
nitat zu Phosphatidylserinen, die im Rahmen der Apoptose von der Innenseite der Zellmembran

nach aufRen verlagert werden.

Als Nekrosemarker hingegen dient Propidiumiodid. VVon vitalen Zellen mit intakter Zellmemb-
ran wird dieser Farbstoff nur sehr langsam aufgenommen. Die defekte Zellmembran nekroti-
scher Zellen weist eine erhdhte Permeabilitat auf und wird somit leicht durchl&ssig fir Propi-
diumiodid, welches sich in die DNA der Zelle einlagert, die Nukleinsauren anfarbt und so eine
Zunahme der Fluoreszenz im roten und braunen Bereich verursacht. Propidiumiodod wird beli
einer Wellenlange von 488 nm angeregt und besitzt ein Emissionsspektrum zwischen 575 und
620 nm. Die nekrotischen Zellen kdnnen anhand starker Propidiumiodid-Fluoreszenz detektiert

werden.

In dieser Studie sollte die Zellvitalitat von LCL bestimmt werden. Bei LCL kann, im Gegensatz
zu normalen Leukozyten, kaum zwischen Apoptose und Nekrose differenziert werden. Es fin-

det hier gleichermalien eine Anfarbung mit beiden Farbstoffen statt. Somit ist eine Doppelfar-
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bung in diesem Fall nicht sinnvoll. Man entschied sich in diesem Versuchsaufbau fur Propidi-
umiodid, da dieses deutlich preiswerter ist als Annexin.

Nach Ablauf der 24-stiindigen Inkubation, gerechnet ab dem Zeitpunkt der Bestrahlung, wur-

den die 24-Well-Platten mit den behandelten LCL aus dem Brutschrank enthommen.

Auf diesen Platten waren fiir jede Zelllinie die sechs Behandlungsbedingungen (siehe oben)
enthalten. Mit Hilfe einer Pipette wurde der Inhalt der einzelnen Wells gut durchmischt.

AnschlieRend wurden aus jedem Well 250 pl Zellsuspension pro Well in ein zuvor entspre-
chend beschriftetes FACS-R06hrchen tberfihrt. Insgesamt wurden so fiir jede Zelllinie sechs
Réhrchen befiillt. Die FACS-R6hrchen wurden dann bis 1 cm unter den Rand mit PBS aufge-
flllt und fur 5 Minuten bei 500 g (18°C, mittlere Beschleunigung, mittlere Bremse) fur flnf
Minuten zentrifugiert. In der Zwischenzeit erfolgte die Herstellung der FACS-Mischung, indem
11 ml klares RPMI-Medium (inklusive 5% FKS) mit 2,2 ul DCFH sowie 8,8 ul Propidiumiodid
in ein 50-ml-Falcon-Tube tberflhrt wurden. Die Suspension wurde bei 1400 rpm mittels VVor-

tex-Gerat durchmischt.

Nach erfolgter Zentrifugation der befiillten FACS-R6hrchen wurde der Inhalt unter Belassen
des letzten Tropfens abgekippt. Die Réhrchen wurden nun mit Hilfe einer Pipette mit gestopfter
Spitze mit 800 ul der FACS-Mischung beschickt. Nach kurzem Vortexen (3 s bei 1000 rpm)
erfolgte eine einstundige Inkubation im Brutschrank bei 37°C bevor mit der FACS-Messung

im Durchflusszytometer begonnen wurde.

Das Durchflusszytometer verfligt (ber eine nach auBen gerichtete, langliche Kapillare. Die
Réhrchen werden nacheinander tber die Kapillare gesteckt, so dass die Kapillare soeben in die
Suspension eintaucht. Bei der Messung werden die Zellen einzeln durch den Mikrokanal der
Kapillare gesaugt und gelangen mit hoher Geschwindigkeit in die Durchflusszelle (>1000 Zel-

len/s), in der sie durch Laserlicht angeregt werden.

Die erhaltenen Messergebnisse werden anschlielend mit der gerateeigenen Software in Form
eines Dot Plots graphisch dargestellt. Nach erfolgter Messung wird das Geréat griindlich mit

speziell hierfur entwickelten Losungen gespiilt.
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3.3 Bioinformatik

Um den Einfluss genetischer Variabilitat auf verschiedene funktionelle oder klinische Konstan-
ten zu analysieren, gibt es grundsatzlich zwei mogliche Wege: den genomweiten und den Kan-

didatengen-Ansatz.

Bei der genomweiten Assoziationsstudie werden nicht einzelne Gene bestimmt, sondern Gber
das gesamte Genom hinweg verteilte Varianten auf eine Beeinflussung funktioneller oder kli-
nischer Parameter hin untersucht. Mittlerweile enthalten entsprechende Arrays tber eine Mil-
lion genetischer Marker. Beim Kandidatengenansatz fokussiert man sich auf Varianten in Ge-
nen mit einer begrindeten Hypothese, an der Auspréagung eines Phénotyps beteiligt zu sein. Der
Kandidatengenansatz (candidate gene approach) ist somit ein hypothesengesteuerter Ansatz.
Je groRer die Zahl der Genotyp-Phéanotyp-Analysen ist, desto schwerer wiegt das Problem des
multiplen Testens. Bei einer sehr groBen Zahl an Kandidatengenen néhert sich eine derartige
Analyse einer genomweiten an. Diese beiden prinzipiellen Ansétze spiegeln also grundsétzlich
eine statistische Herangehensweise wider, weniger eine technische. So kénnen auch genomweit
erhobene Daten fur den Kandidatengen-Ansatz verwendet werden, wenn eine Begrenzung der

statistischen Analyse auf die definierten Gene erfolgt.

In dieser Studie wurde der Kandidatengenansatz verwendet. Die Konsistenz einer Assoziation
in mehreren Studien ist ein starker Hinweis auf einen kausalen Zusammenhang zwischen einem
Phénotyp einerseits und der analysierten bzw. einer mit dieser im Kopplungsungleichgewicht
stehenden genetischen Variante. Fehlt diese Konsistenz, so ist dies nicht zwangslaufig ein Hin-
weis auf einen mangelnden Zusammenhang. Mdglicherweise besteht in so einem Fall die Not-
wendigkeit, weitere und detailliertere Studien zu gewissen Populationen oder bestimmten Ge-
nen durchzufiihren (Tabor et al. 2002).

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollte ein mdglicher Einfluss von 21 bestimmten Genen unter-
sucht werden. Es wurden sieben Gene aus dem TGFf-Signalweg betrachtet: SMAD2, SMAD3,
SMAD4, SMAD7, TGFB1, TGFBR1, TGFBR2. Des Weiteren wurden 14 DNA-Reparaturgene
in die Analyse einbezogen: ATM, BRCA1, BRCA2, ERCC2, LIG1, MLH1, MSH2, MSH6,
NBM, PRKDC, Rad50, TP53, XRCC1, XRCC5. Dabei wurden die Genotypen fiir die LCL aus
der HapMap-Datenbank (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov/, release 28) verwendet und auf Zu-

sammenhadnge mit den eigenen funktionellen Messungen tberpriift. Je hoher dabei das Kopp-
lungsungleichgewicht (linkage disequilibrium, LD) zweier Varianten ist, desto ahnlicher ver-

halten sich die Assoziationen mit den funktionellen Messungen.


http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.4 Statistische Auswertung

Fur alle statistischen Analysen wurde die Software SPSS Version 12.0 verwendet. Grundsétz-
lich wurden zwei verschiedene Verfahren angewendet. Zunéchst erfolgte die deskriptive Sta-
tistik. Diese beschreibende Statistik dient der Veranschaulichung und Darstellung der empirisch
gewonnenen Daten. Es gibt mehrere Maglichkeiten der grafischen Darstellung. In dieser Arbeit
werden beispielsweise Boxplots und Histogramme verwendet. Anhand dieser Ergebnisdarstel-
lung kénnen Hypothesen aufgestellt werden oder bereits erste Schliisse gezogen werden. Sie
dient auch der Zuordnung, ob es sich um eine parametrische Verteilung, d. h. durch mathema-
tische Parameter beschreibbar (dies entspricht in der Regel einer Normalverteilung), oder um
eine nicht-parametrische Verteilung handelt. Die Art der Verteilung entscheidet mafigeblich
dartiber, welcher statistische Test zur weiteren Auswertung in der Analysephase angewendet

wird.

In der Analysephase wird nun versucht, von einer Stichprobe auf eine Grundgesamtheit zu
schlielen mit einem bestimmten Mal an Sicherheit. Es gilt dabei, die initial gestellten Hypo-
thesen anhand mathematischer Tests zu Uberprifen und entweder zu verifizieren oder zu falsi-
fizieren. Zur Prifung, ob es sich bei den zugrunde liegenden Daten um eine Normalverteilung
handelt, wurde in dieser Arbeit der Shapiro-Wilk-Test verwendet. Sofern eine nicht-signifi-
kante Abweichung von der Normalverteilung vorlag (entsprechend p > 0,05), wurden paramet-
rische Testverfahren herangezogen. Bei signifikanter Abweichung kamen nicht-parametrische
Tests zum Einsatz. Die Teststarke (power), d.h. einen tatsachlich vorliegenden Effekt auch als
solchen zu erkennen, ist bei nicht-parametrischen Verfahren jedoch geringer als bei parametri-
schen Verfahren.

Mittels Korrelationsanalyse wurde auf VVorhandensein und Starke eines Zusammenhangs zwi-
schen zwei Variablen/Merkmalen untersucht. So wurde bei parametrisch verteilten Daten der
Pearson-Korrelationskoeffizient verwendet wéhrend bei Abweichung von der Normalvertei-
lung der Rangsummen-Korrelationskoeffizient nach Spearman Verwendung fand. Der Koeffi-
zient, der bei beiden Verfahren errechnet wird, beschreibt die Starke eines Zusammenhangs.
Die errechneten Koeffizienten liegen zwischen -1 und +1. Ein Wert gegen +1 steht fiir einen
stark positiven, ein Wert gegen -1 fur einen stark negativen Zusammenhang. Der zugehorige p-
Wert ermoglicht eine Aussage Uber die statistische Signifikanz der Korrelation.

Zum Vergleich zweier verbundener Stichproben wie z.B. Kontrolle versus Behandlung mit
TGFB1 wurde der gepaarte t-Test (bei parametrischer Verteilung) oder der Wilcoxon-Rangs-
ummentest verwendet (Verwendung unabhangig vom Verteilungsmuster).
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Der Einfluss von unabhangigen (z.B. Genpolymorphismen) auf abhangige Variablen (z.B. Zell-
vitalitat) wurde mit dem nicht-parametrischen Jonckheere-Terpstra-Trend-Test bestimmt.

In meiner Arbeit wurden p-Werte < 0,05 als statistisch signifikant gewertet, wenn fur den zu
prufenden Zusammenhang bereits entsprechende Literatur vorlag oder VVorkenntnisse bestan-
den (z.B. SNP in DNA-Reparaturgenen mit bekannter Bedeutung fir zelluléres Schicksal nach
zytotoxischen Stimuli). Alle anderen Genotyp-Phanotyp-Beziehungen wurden bei einem p-
Wert < 0,01 als signifikant bezeichnet.

Diese explorative Vorgehensweise sollte Hypothesen fiir spatere Uberpriifungen generieren.

Mit der Zahl der angewendeten Tests erhoht sich die Zahl falsch positiver Ergebnisse. Um im
Einzelfall von einem statistisch signifikanten Befund sprechen zu kdnnen, musste zusatzlich
eine Adjustierung des p-Wertes auf die Zahl der durchgefiihrten Tests erfolgen (hier Bonfer-
roni-Methode).



4 Ergebnisse

4.1 Rontgenstrahlung und TGFB1-System in Bezug auf Zellvitalitat

Insgesamt war, wie zu erwarten, eine generelle Abnahme der Zellvitalitat bei fast allen mit 3

Gy bestrahlten Proben im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu verzeichnen, unabhéangig

von Kombinationen mit TGFB1 oder anti-TGFp (Abbildung 3).

Im Vergleich mit einer alleinigen Bestrahlung (3 Gy) zeigte die additive Behandlung mit anti-

TGFp eine zellprotektive Wirkung. Ahnliches galt, etwas weniger stark ausgepragt, auch fiir

die Kombination mit TGFB1, sowohl wenn dieses vor als auch nach der Bestrahlung zugesetzt

wurde. Die alleinige Behandlung mit anti-TGFp erhohte bei der Mehrzahl der Zelllinien die

Vitalitat gegentiber der unbehandelten Kontrolle. Fur TGFB1 selbst war ein Effekt auf die Zell-

vitalitat in LCL bereits zuvor untersucht worden (Neumann 2012).
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Abbildung 3: Effekte unterschiedlicher Behandlungen auf die Vitalitat von LCL. Mit Ausnahme des Vergleichs

zwischen anti-TGFB und Kontrolle waren bei den anderen Bedingungen fiir einige wenige der 54
erfolgreich angeziichteten Zelllinien die definierten Qualitatskriterien nicht erfallt (mehr als 10%
Abweichung zwischen den Doppelbestimmungen, keine sinnvolle Evaluierung des Bestrahlungsef-
fektes, wenn in Kontrolle <50 vitale Zellen). Dargestellt sind fur die einzelnen Behandlungsbedin-
gungen die Anzahl der Zelllinien mit erhdhter (grine S&ule) bzw. erniedrigter Vitalitat (rote Sdule)
im Vergleich zu der jeweils angegebenen Referenzbedingung (Kontrolle mit Medium ohne spezifi-
sche Behandlung fir die flnf linken Saulengruppen bzw. Bestrahlung mit 3 Gy fiir die rechten drei
Sdulengruppen). Die LCL waren 16 h vor Bestrahlung mit anti-TGFf (ad 250 ng/ml) bzw. TGFp1
(ad 5 ng/ml) vorbehandelt und nach Bestrahlung mit 3 Gy fir weitere 24 h inkubiert worden. Bei
der Bedingung ,,TGFB1-post® erfolgte die Zugabe von TGFB1 (ad 5 ng/ml) unmittelbar nach der
Bestrahlung. Eine statistische Analyse erfolgte mit dem gepaarten nicht-parametrischen Wilcoxon-
Rangsummentest. Entsprechend des p-Wertes der statistischen Signifikanz wurden vier Kategorien
gebildet: p > 0,05 ~ ns; 0,05 > p > 0,001~ *:0,001 > p > 10 ~**; p < 10 ~***,
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4.2 Rontgenstrahlung und TGBB1-System in Bezug auf ROS-Bildung

In den Proben nach Bestrahlung mit 3 Gy war gegentiber der unbestrahlten Kontrolle in fast
allen LCL eine vermehrte ROS-Produktion zu beobachten. Eine nennenswerte Modulation

durch TGFB1 oder anti-TGFf war dabei nicht zu verzeichnen (Abbildung 4).
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Abbildung 4: ROS-Bildung durch unterschiedliche Behandlungen. Die Darstellungsweise ist analog zu Abbildung
9.

4.3 Beziehung zwischen ROS-Bildung und Zellvitalitat

Die in den Abbildungen 3 und 4 dargestellten Effekte auf die Vitalitit und auf die Bildung von
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) stehen fiir die durchgefiihrten Behandlungen mit einer Aus-
nahme in keiner statistisch signifikanten Korrelation zueinander. Lediglich bei der Kombinati-
onsbehandlung aus anti-TGF und nachfolgender Bestrahlung (3 Gy) war ein moderater Zu-
sammenhang zu erkennen (p=-0,34, p=0,02). Eine hthere ROS-Produktion war dabei mit ei-
nem verstarkten Verlust an Zellvitalitdt verbunden (Abbildung 5). Hier muss bericksichtigt
werden, dass das gemessene DCF-Signal als Marker fur Wasserstoffperoxid nur als grober Pa-

rameter zur Abschatzung der globalen ROS-Bildung betrachtet werden kann.



Ergebnisse 27

p=-0,34; p=0,02
O

E O

-5
>
[G] O 5]
0 O
+ (@) (@]
S =2 8 % o
@ g o (e}
£ c (0] 0]
9 0 45|
585 o o
N
K o]
8
s 20—
< (@]

I [ I I I I |
100 125 150 175 200 225 250

DCF-Signal anti-TGFB+3Gy zu Kontrolle (%)

Abbildung 5: Zusammenhang zwischen ROS und Vitalitat bei anti-TGFp und 3 Gy. Das Streudiagramm zeigt
jeweils die prozentualen Verénderungen zur unbehandelten Kontrolle. Die Stérke dieses Zusam-

menhangs ist als Rangkorrelation nach Spearman (p) mit der statistischen Signifikanz (p) angege-
ben.

4.4 Auswahl der Genloci fiir die Assoziationsanalysen mit den Funktions-

messungen

4.4.1 Kandidatengene

In Anbetracht des spezifischen Fokus der Behandlungsbedingungen auf das TGFp1-System
wurden sieben, in LCL stark exprimierte Gene des klassischen TGFp1-Signalwegs flr die As-
soziationsanalysen ausgewéhlt. Weil als zytotoxische Noxe ionisierende Strahlung verwandt
wurde, wurden desweiteren zunichst 24 DNA-Reparturgene aus funktionellen Uberlegungen
heraus ins Auge gefasst. Wegen geringer Expressionsstarke und damit mutmaflich eher gerin-
ger Bedeutung in LCL fanden zehn davon fir die weiteren Analysen keine Beachtung mehr
(Abbildung 6).
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Gesamtzahl der betrachteten Gene (31)

N

Gene im TGFB-Signalweg (7)
TGFB1, TGFBR1/2, SMAD2/3/4/7;
Signifikanzniveau <0,01

Kandidatengene fir DNA-Reparatur (24)

Nicht beriicksichtigt wegen schwacher

> Expression in LCL (10)
XRCC3, XRCC4, MGMT, RAD51, MRE11A/B,
TP53BP1, LIG3/4, EGFR

v

Analysierte DNA-Reparaturgene (14)
ERCC2, XRCC1/5, MLH1, MSH2/6, BRCA1/2, ATM, PRKDC, NBN, RAD50, TP53, LIG1;
Signifikanzniveau <0,001

Abbildung 6: Flussdiagramm zur Auswahl der Kandidatengene. Die Anzahl der Gene ist jeweils in Klammern
angegeben. Die fur die Assoziationsanalyse mit den Funktionsparametern ausgewahlten Gene sind
mit Namen genannt und auch diejenigen aus dem Bereich der DNA-Reparatur, die wegen schwacher
Expression in LCL nicht berticksichtigt wurden.

4.4.2 Charakteristika der Genloci

Im Keimbahn-Genom des Menschen finden sich ca. zehn Millionen genetische Varianten. Bei
vielen dieser Varianten handelt es sich um Einzelnukleotidpolymorphismen. Ein Polymorphis-
mus in der Allgemeinbevolkerung muss per definitionem eine Mindestfrequenz des selteneren

Allels von > 1% in der Normalbevélkerung aufweisen.

Abbildung 7 bietet einen Uberblick tiber die Haufigkeitsverteilung aller 1656 polymorphen
Genloci aus 21 Genen, die im Rahmen dieser Arbeit betrachtet wurden. Dabei féllt auf, dass
mit einer Anzahl von knapp tber 400 die meisten polymorphen Genloci mit einer Haufigkeit
von < 5% vorliegen. Der zweite Haufigkeitsgipfel mit ca. 260 polymorphen Genloci liegt um
die 50%. Alle anderen polymorphen Positionen verteilen sich relativ gleichméfig in einem Be-

reich zwischen 10% und 45%.
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Abbildung 7: Haufigkeitsverteilung aller analysierter polymorpher Genloci. Insgesamt wurden 1656 Genpolymor-
phismen in 21 Genen betrachtet. Bezogen auf die Frequenz des selteneren Allels, ist in 5%-Interval-
len die Verteilung der Genloci in dem kaukasischen HapMap-Kollektiv von 174 Personen darge-
stellt.

Tabelle 6 beinhaltet ndhere Informationen zu den untersuchten Genen. Als Informationsquelle

diente hier die HapMap-Datenbank (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov) in der Version von Au-

gust 2010. Fir die Auswahl an Genpolymorphismen wurde der entsprechende Genbereich ein-
schlielich flankierender 10 kb der 5’- und 3’- Region ausgewahlt. Zu jedem Gen sind Gen-
grole, Zahl der polymorphen Positionen und Aufteilung dieser in Transitionen, Transversionen
und Deletionen angegeben. Die meisten polymorphen Positionen mit einer Anzahl von > 100
wiesen ATM, BRCA2, NBN, SMAD3, TGFBR2 und XRCC5 auf. Die h&ufigste Ursache fur
eine genetische Variante stellt die Transition dar. Es fanden sich insgesamt nur zwei Deletionen
und zwar innerhalb des ATM-Gens.


http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
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Tabelle 6: Anzahl und Art der analysierten polymorphen Positionen in den untersuchten Genen. Die Genbezeich-
nung entspricht der
http://www.nchi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Fir die Auswahl an Genpolymorphismen wurde der jeweilige Genbe-

offiziellen Nomenklatur in

der

NCBI-Gendatenbank

(engl. Gene Bank,

reich einschlielich flankierender 10 kb der 5'- und 3'-Region betrachtet. Die Genotypdaten wurden von der Hap-
Map-Datenbank (http://hapmap.nchi.nlm.nih.gov) in der Version von August 2010 heruntergeladen und beinhal-
ten alle singuldren biallelischen Positionen. Darunter fallen alle Variantenallele mit dem Vorhandensein von zwei
Allelen an einer Position. Fir jedes Gen ist die Gesamtzahl dieser Varianten und die Unterteilung in Transitionen,
Transversionen und singuldre Allel-Deletionen aufgefihrt.

Genname Gengrolie Zahl der genotypisierten Transitionen  Trans- Deletionen
+10kb  polymorphen Positionen versionen

ATM 166,3 113 68 43 2
BRCAL 101,2 82 62 20 0
BRCA2 104,2 139 98 41 0
ERCC2 34,3 39 23 16 0
LIG1 74,9 90 69 21 0
MLH1 77,4 55 35 20 0
MSH2 100,1 61 35 26 0
MSH6 43,8 36 23 13 0
NBN 71,3 118 79 39 0
PRKDC 207,1 56 38 18 0
RAD50 107,0 49 40 9 0
SMAD?2 118,1 97 63 34 0
SMAD3 149,3 189 134 55 0
SMAD4 69,5 32 21 11 0
SMAD7 50,9 50 40 10 0
TGFB1 43,2 30 25 5 0
TGFBR1 69,1 65 46 19 0
TGFBR2  107,6 146 96 50 0
TP53 39,2 26 17 9 0
XRCC1 52,3 59 42 17 0
XRCC5 116,9 124 87 37 0

Die Kriterien fur das nominale Signifikanzniveau (ohne Beruicksichtigung von multiplem Tes-

ten) konnten flr keinen Polymorphismus in den Genen fiir den Liganden TGFB1, fur den Re-
zeptor TGFBR2 und das Signaltransduktionsmolekiul SMAD4 erfillt werden. Die Befunde zu

diesen Genen werden daher nicht weiter ausgefihrt. Im Folgenden sind die Ergebnisse fir die

ubrigen Kandidatengene aus dem TGFp-System dargestellt, d.h. die Gene fur den Rezeptor
TGFBR1 sowie die Signaltransduktionsmolekile SMAD 2, 3, und SMAD 7. Es werden hier

Assoziationen mit p< 0,01 zwischen einzelnen Genvarianten und Funktionsparametern (Vitali-

tat bzw. ROS-Bildung) beschrieben. Fanden sich in einem Gen mehrere derartige Assoziatio-

nen, wurde auch das genetische Kopplungsmuster betrachtet.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez
http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/
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4.5 Analyse der Kandidatengene im TGFB-Signalweg

451 TGFBR1

Im fur TGFBR1 kodierenden Gen war eine Beeinflussung der Funktionsparameter allein fir
den SNP rs7031302 im Intron 1 erkennbar (Abbildung 8). Das Variantenallel ging dabei mit
einer erhohten Resistenz gegeniliber einem strahleninduzierten Verlust an Zellvitalitat einher
(p=0,01), begleitet von weniger ROS-Bildung (p=0,03) nach Bestrahlung. Im heterozygoten
Zustand belief sich die Minderung der Zytotoxizitat absolut auf etwa 5%, was relativ zum Wild-
typ etwa 30% entspricht. Bei der ROS-Produktion zeigte sich entsprechend ein relativer Unter-
schied von nur etwa 7%. Der homozygote Tragerstatus flr das Variantenallel war in der Stich-
probe zu selten, um eine Bewertung als eigene Gruppe zu ermdglichen, und wurde daher in der
statistischen Analyse mit dem heterozygoten Genotyp kombiniert. Die in der Literatur haufig
diskutierte Variante TGFBR1*6A wirkte sich auf keinen der von mir untersuchten funktionel-

len Parameter aus.
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Abbildung 8: Effekte von 3 Gy in Abhdngigkeit von TGFBR1 rs7031302. Links sind die Daten fiir die Zellvitali-
tét, rechts fir die ROS-Bildung, jeweils in % zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. Fir die sta-
tistische Auswertung wurden jeweils der heterozygote und der homozygote Variantenallel-Status
kombiniert und mit dem homozygoten Wildtyp-Allel mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen.

4.5.2 Analyse des SMAD2-Gens

Im SMAD2-Gen zeigte ein Polymorphismus eine Assoziation mit p=0,002. Dies war rs1792658
in Intron 5, welcher die anti-TGFB-Wirkung in Zusammenhang mit Bestrahlung modulierte

(Abbildung 9). Bei Vorliegen des C-Variantenallels wirkten sich die zytoprotektiven Effekte
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von anti-TGF( starker aus. Gegenuber einer alleinigen Bestrahlung (3 Gy) wird der Anteil vi-
taler Zellen bei homozygotem Wildtyp-Allel (AA) bei einer Kombinationsbehandlung mit anti-
TGFp und nachfolgender Bestrahlung (3 Gy) im Median um etwa 1,5% gesteigert, wahrend bei
gleicher Behandlung diese Steigerung bei heterozygotem oder homozygotem Vorkommen des
C-Variantenallels mit im Median etwa 2,5-3% hoher ausfiel. Absolut betrachtet erscheint das
durch den Polymorphismus bedingte Effektmald gering, relativ ist dieses mit nahezu einer Ver-
dopplung der zytoprotektiven Wirkung von anti-TGF[3 aber durchaus beachtlich. Ein weiterer
SNP (rs1792689) zeigte einen etwas schwacheren Einfluss auf denselben Funktionsparameter.
Im linearen Regressionsmodell mit beiden SNP war jedoch nur ersterer statistisch signifikant

bei einem nominalen Niveau von p<0,05.
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Abbildung 9: Modulation der anti-TGFB-Wirkung durch SMAD?2 rs1792658. Es ist hier der Einfluss auf die Vi-
talitat der kombinierten Behandlung aus anti-TGFB und Bestrahlung (3 Gy) in Bezug auf alleinige
Bestrahlung in Prozent (%) dargestellt. Zur statistischen Auswertung wurden die vier Zelllinien mit
CC-Genotyp mit dem heterozygoten AC-Genotyp kombiniert und mittels Mann-Whitney-U-Tests
dem AA-Genotyp gegeniibergestellt; das entsprechende Signifikanzniveau ist als p-Wert angege-
ben.

4.5.3 Analyse des SMAD3-Gens

Die Kopplungsungleichgewichte der SNP auf dem SMAD3-Gen wurden aus der HapMap-Da-
tenbank mit Hilfe der Software Haploview ermittelt und als LD-Plot dargestellt (Abbildung
10).
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Abbildung 10: Punktediagramm zur Darstellung von nominalen statistischen Signifikanzniveaus und dazugeho-
riger LD-Plot. Der im unteren Abbildungsteil dargestellte LD-Plot veranschaulicht das Kopp-
lungsungleichgewicht (LD) von SNP-Paaren auf dem SMAD3-Gen einschlieBlich + 10kb flankie-
render Sequenzen. Jedes Quadrat reprasentiert einen paarweisen Vergleich des LDs zweier SNP.
Je hoher der Schwarzungsgrad eines Quadrats ist, umso starker ausgepragt ist das Kopplungsun-
gleichgewicht zwischen den beiden dazugehdrigen SNP. Der obere Abbildungsteil ist bezlglich
der SNP-Positionen auf den unteren Abbildungsteil abgestimmt. Er zeigt die Signifikanzniveaus,
aufgetragen als negativen dekadischen Logarithmus des p-Wertes (errechnet mit dem Jonckheere-
Terpstra-Trend-Test), beziiglich der Assoziation eines SNP mit der Ver&nderung der Vitalitéat bei
den jeweils genannten Bedingungen. Dabei entspricht ein Wert auf der y-Achse von etwa 1,3 ei-
nem Signifikanzniveau von p=0,05 und ein Wert von etwa 2,3 einem Signifikanzniveau von
p=0,005. Damit reprasentieren weit oben im Diagramm liegende Punkte (exemplarisch mit Pfeilen
und Benennung des SNP versehen) Assoziationen mit vergleichsweise hoher Signifikanz.
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Die beiden in Abbildung 10 mit Pfeilen markierten Assoziationen sind nachfolgend detailliert
dargestellt. Die gemé&R Beschriftung und Legende genau spezifizierten Punkte mit hoher statis-
tischer Signifikanz im dazugehdrigen Punktediagramm sind Grundlage der weiteren Analyse.
Diese zeigt sich in den darauf folgenden Boxplot-Darstellungen hinsichtlich der Veréanderung
der Anzahl an vitalen Zellen in Abhéngigkeit von der jeweiligen Behandlungsbedingung; ei-
nerseits bei Vorliegen des Wildtyps (GG) beziehungsweise der beiden Variantenallele (GT und
TT) am SNP rs7162912 sowie andererseits bei Vorliegen des Wildtyps (CC) beziehungsweise
des Variantenallels (CT) am SNP rs17293408.

Bei der ersten Assoziation handelt es sich um zwei SNP in perfektem LD, d.h. es liegt eine
gemeinsame Vererbung der beiden Allele der SNP rs7162912 und rs12904944 in der unter-
suchten Stichprobe vor. Somit ist die genetische Information dieser beiden SNP redundant, die
nahere Beschreibung beschrénkt sich daher auf rs7162912. Dieser ist in Intron 1 des langsten
SMAD3-Transkriptes lokalisiert und wirkte sich auf die zytoprotektiven Effekte von TGFp1
aus, wenn dieses 16 h vor Bestrahlung appliziert wurde (Abbildung 11). Gegentiber der allei-
nigen Bestrahlung wurde die Zellvitalitdt durch TGFf1 nur beim homozygoten Wildtyp-Allel
(GG) von rs7162912 erhoht (Abbildung 11, rechts). Das absolute Effektmall von im Median
etwa 2% muss in Bezug zu den etwa 11% gesehen werden, um welche die Zellvitalitdt im Me-
dian durch Bestrahlung mit 3 Gy unabhdngig von Genvarianten verringert wurde.
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Abbildung 11: SNP rs7162912 und Zellvitalitat nach Bestrahlung und TGFB1. Der linke Boxplot zeigt den Ein-
fluss einer Bestrahlung (3 Gy) gegentber der Kontrolle. In der Mitte ist der Einfluss einer kombi-
nierten Behandlung mit TGFB1 und Bestrahlung (3 Gy) gegeniuiber der Kontrolle dargestellt.
Rechts ist der Einfluss einer kombinierten Behandlung mit TGFB1 und Bestrahlung (3 Gy) gegen-
Uber einer alleinigen Bestrahlung (3 Gy) dargestellt. Die angegebenen p-Werte wurden mit dem
Mann-Whitney-U-Test ermittelt, wobei der heterozygote und homozygote Variantenallel-Status
zu einer Gruppe zusammengefasst wurden.
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Der zweite Assoziations-Lokus in SMAD3 betrifft rs17293408. Hier zeigte sich ein Effekt auf
die alleinige Bestrahlung ohne Interaktion mit TGFB1. Wéhrend beim homozygoten Wildtyp-
Allel (CC) im Median eine Reduktion der vitalen Zellen um etwa 12 % zu beobachten war,

waren dies beim heterozygoten Status im Median etwa 10% (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Zytotoxizitat von 3 Gy in Abh&ngigkeit von SMAD3 rs17293408.

4.5.4 Analyse des SMAD7-Gens

Die Kopplungsungleichgewichte der SNP auf dem SMAD7-Gen wurden aus der HapMap-Da-
tenbank mit Hilfe der Software Haploview ermittelt und als LD-Plot dargestellt (Abbildung
13).

In Intron 3 konnten zwei miteinander in vollstandigem Kopplungsungleichgewicht stehende
SNP identifiziert werden (rs 1873190 und rs1873191).
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Abbildung 13: Genotyp-Phénotyp-Assoziationen im SMAD7-Gen mit LD-Plot. Die Darstellungsweise entspricht

Die drei
trachtet.

Abbildung 14.

mit Pfeilen markierten Assoziationen im Intron 1 von SMAD7 wurden genauer be-
Abbildung 14 veranschaulicht die Modulation der Strahlenwirkung durch SMAD7

rs6507876 und pruft eine Interaktion mit einer VVorbehandlung aus anti-TGF3 bzw TGFp1.

Beim ho

genuber

mozygoten Wildtyp-Allel von rs6507876 hatte eine alleinige Bestrahlung (3 Gy) ge-
der Kontrollgruppe eine Reduktion der vitalen Zellen im Median um etwa 13% zur

Folge, wahrend dies beim heterozygoten Genotyp nur 9% waren (Abbildung 14, links oben;
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p=0,008). Dies entspricht einem relativen Unterschied von etwa einem Drittel. Allerdings wie-
sen nur sieben LCL an dieser Stelle den heterozygoten Status auf. Eine vor der Bestrahlung
durchgefuhrte Hemmung (Abbildung 14, rechts oben) bzw. Stimulation (Abbildung 14, links
unten) des TGFB-Signalwegs zeigte kaum eine Veranderung gegentiber der alleinigen Bestrah-

lung.
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Abbildung 14: Einfluss von SMAD7 rs6507876 auf Zytotoxizitat durch 3 Gy. Das Bild links oben zeigt die Ef-
fekte des Variantenallels von rs6507876 auf die 3 Gy-Zytotoxizitat, das rechts oben auf die kom-
binierte Behandlung mit anti-TGFB und Bestrahlung (3 Gy) gegenuber einer Kontrolle nur mit
Zellkultur-Medium. In der unteren Reihe sind die Auswirkungen dieses SNP hinsichtlich der
Kombination aus Bestrahlung mit 3 Gy und vorausgegangener (links unten) bzw. nachfolgender
TGFp1-Behandlung (rechts unten) gegeniiber der Kontrolle dargestellt. Die statistische Analyse
erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test.

Da sich der SNP rs1873190 in hohem LD mit rs1873191 befindet, sind nachstehend nur die
Effekte fur letztgenannten bildlich dargestellt (Abbildung 15). Gegentber der Kontrollgruppe
zeigte sich bei einer alleinigen Behandlung mit anti-TGFJ bei Vorliegen des homozygoten
Wildtyp-Allels (GG) eine Zunahme der vitalen Zellen im Median um 1%, wohingegen prak-
tisch keine Verdnderung in Gegenwart des Variantenallels auftrat (p=0,007). Auf die Zytotoxi-

zitat der Bestrahlung mit 3 Gy wirkte sich diese Genvariante nicht aus.
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Abbildung 15: Modulation des TGFB-Systems durch SMAD?7 rs1873191. Links wird der Einfluss einer Behand-
lung mit anti-TGFf gegenuber der Kontrolle dargestellt. Rechts wird der Einfluss einer Bestrah-
lung (3 Gy) gegeniber der Kontrolle dargestellt. Heterozygoter und homozygoter Variantenallel-
Status wurden kombiniert und mittels Mann-Whitney-U-Tests mit dem homozygoten Genotyp des
Wildtyp-Allels verglichen.

4.6 Polymorphismen in DNA-Reparaturgenen

Die Kriterien fur das nominale Signifikanzniveau (ohne Berticksichtigung von multiplem Tes-
ten) konnte in den nachfolgend genannten zehn Genen fiir keinen Polymorphismus erreicht
werden: ATM, ERCC2, XRCC5, BRCAL, PRKDC, NBN, RAD50, TP53, LIG1, MLH1. Die
Befunde zu diesen Genen werden daher nicht weiter ausgefuihrt. Im Folgenden sind die Ergeb-

nisse fiir die Ubrigen vier Kandidatengene dargestellt.

4.6.1 Analyse des BRCA2-Gens

Die Kopplungsungleichgewichte der SNP auf dem BRCA2-Gen wurden aus der HapMap-Da-
tenbank mit Hilfe der Software Haploview ermittelt und als LD-Plot dargestellt (Abbildung
16).
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Abbildung 16: Genotyp-Phénotyp-Assoziationen im BRCA2-Gen mit LD-Plot. Die Darstellungsweise entspricht
Abbildung 14.

Die mit Pfeil markierte Assoziation im Intron 1 von BRCA2 wurde né&her untersucht. Abbil-

dung 16 stellt die Modulation der Strahlenwirkung durch BRCAZ2 rs206119 dar und prift eine

Interaktion mit einer Vor- bzw. Nachbehandlung mit TGFB1 bei Vorliegen des Wildtyps AA

oder der Variantenallele AG und GG.

Beim homozygoten Wildtyp-Allel und bei beiden Variantenallelen von rs206119 fiihrte eine
alleinige Bestrahlung mit 3 Gy gegentber der Kontrollgruppe zu einer Abnahme der vitalen
Zellen um 10-12%. Eine Stimulation mit TGFB1 vor bzw. nach der Bestrahlung (3 Gy) fuhrte

generell zu einer Abnahme der Zellvitalitat um 9,5-12%. Gegentiber der Stimulation mit TGF1
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vor Bestrahlung wurde die Zellvitalitat durch Stimulation nach der Bestrahlung vor allem beim
Wildtyp-Allel von rs206119 erhoht. Das absolute Effektmal? von im Median etwa 1% ist be-

zuglich der etwa 11% zu sehen, um die die Zellvitalitdt im Median bei Stimulation vor der

Bestrahlung verringert wurde (Abbildung 17).
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SNP rs206119 des BRCA2-Gens und Zellvitalitat nach Bestrahlung und Stimulation mit TGFB1.
Der Boxplot oben links zeigt den Einfluss einer Bestrahlung (3 Gy) gegeniiber der Kontrolle. Oben
rechts wird der Einfluss einer kombinierten Behandlung mit TGFB1 vor der Bestrahlung und Be-
strahlung (3 Gy) gegenuber der Kontrolle dargestellt. Unten links wird der Einfluss einer kombi-
nierten Behandlung aus Bestrahlung (3 Gy) und anschlieRender Behandlung mit TGFB1 gegen-
Uber der Kontrolle dargestellt. Unten rechts wird der Einfluss einer Behandlung mit TGFB1 nach
erfolgter Bestrahlung gegeniber einer Behandlung mit TGFB1 vor der Bestrahlung (3 Gy) darge-
stellt. Heterozygoter und homozygoter Variantenallel-Status wurden kombiniert und mittels
Mann-Whitney-U-Tests mit dem homozygoten Genotyp des Wildtyp-Allels verglichen.
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4.6.2 Analyse des MSH2-Gens

Die Boxplot-Analyse (Abbildung 18) zweier Vergleiche von unterschiedlichen Behandlungs-
bedingungen bezieht sich auf den SNP rs1863332 im 5’-Bereich (Promotorregion) des MSH2-

Gens.

Eine alleinige Bestrahlung hatte beim homozygoten Wildtyp-Allel eine Reduktion vitaler Zel-
len im Median um etwa 12% zur Folge, wahrend dies bei Vorliegen des heterozygoten Geno-
typs im Median nur etwa 7,5% waren (Abbildung 18 links; p=0,03). Relativ gesehen entspricht
dies einem Unterschied von fast der Halfte. Auch hier wiesen nur fiinf LCL das Variantenallel
TG auf. Dieser Effekt stellt sich ahnlich dar bei additiver Stimulation mit TGFp vor der Be-

strahlung.

Eine Stimulation mit TGFB1 vor Bestrahlung zeigte bei dem Wildtyp einen zusétzlichen zyto-

toxischen Effekt von knapp 1% im Vergleich zur Stimulation nach der Bestrahlung,

bei Vorliegen des Variantenallels TG hingegen liegt ein zytoprotektiver Effekt von etwa 1,5%
vor. Verglichen mit einer alleinigen Bestrahlung hat eine der Bestrahlung vorgezogene Stimu-

lation weder beim Wildtyp noch beim Variantenallel einen Einfluss auf die Zellvitalitat.
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Abbildung 18: Einflisse auf die Zellvitalitdt am SNP rs1863332 des MSH2-Gens bei Vorliegen des Wildtyps TT
und des Variantenallels TG. Das linke Bild zeigt die Effekte einer alleinigen Bestrahlung (3 Gy)
gegeniber der Kontrolle dargestellt. In der Mitte wird der Einfluss einer Stimulation mit TGF31
vor der Bestrahlung mit dem Effekt einer Behandlung mit TGFB1 nach der Bestrahlung vergli-
chen. Rechts wird der Einfluss einer Stimulation mit TGFB1 vor Bestrahlung (3 Gy) gegeniiber
der Kontrolle dargestellt. Zur statistischen Auswertung diente der Mann-Whitney-U-Test.
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4.6.3 Analyse des MSH6-Gens

Die Kopplungsungleichgewichte der SNP auf dem MSH6-Gen wurden aus der HapMap-Da-
tenbank mit Hilfe der Software Haploview ermittelt und als LD-Plot dargestellt (Abbildung
19).
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Abbildung 19: Genotyp-Phanotyp-Assoziationen im MSH6-Gen mit LD-Plot. Die Darstellungsweise entspricht
Abbildung 14.
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Die mit einem Pfeil markierte Assoziation ist Grundlage der weiteren Analyse.

Abbildung 20 zeigt die Verdnderung der Zellvitalitat in Abhdngigkeit von der jeweiligen Be-
handlungsbedingung und bei Vorliegen des Wildtyps (CC) beziehungsweise der beiden Vari-
antenallele (CT und TT) am SNP rs1800937. An diesem SNP liegt ein Stopcodon vor
(Tyr214stop). Beim homozygoten Wildtyp-Allel von rs1800937 reduzierte sich bei alleiniger
Bestrahlung (3 Gy) gegentiber der Kontrollgruppe die Anzahl der vitalen Zellen im Median um
etwa 13%, wahrend dies bei den Variantenallelen nur etwa 9% waren (Abbildung 20, links

oben; p=0,005), was einem relativen Unterschied von etwa einem Drittel entspricht.

Im Hinblick auf die Reduktion vitaler Zellen haben bei Vorlage des Variantenallels CT die
zuvor durchgefiihrte Hemmung mit anti-TGFp (p=0,002) bzw. die nachtragliche Stimulation
mit TGFB1 (p=0,0003) einen hochsignifikant protektiven Charakter, so dass in Relation etwa
um ein Viertel mehr vitale Zellen verbleiben. Auch die Vorlage eines Variantenallels hat ge-
genuber der Vorlage des Wildtyps einen protektiven Charakter, unabhé&ngig von der additiven
Behandlung mit TGFB1 und anti-TGFp, da in Relation etwa ein Drittel mehr vitale Zellen ver-

bleiben.
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Abbildung 20: SNP rs1800937 des MSH6-Gens und Zellvitalitat nach alleiniger Bestrahlung (oben links), addi-
tiver vorheriger Hemmung durch anti-TGFp (oben rechts), sowie durch vorherige (unten links)
bzw. nachtrégliche Stimulation durch TGF{ (unten rechts).

Heterozygoter und homozygoter Variantenallel-Status wurden kombiniert und mittels Mann-
Whitney-U-Test mit dem homozygoten Genotyp des Wildtyp-Allels verglichen.

4.6.4 Analyse des XRCC1-Gens

Die Kopplungsungleichgewichte der SNP auf dem XRCC1-Gen wurden aus der HapMap-Da-
tenbank mit Hilfe der Software Haploview ermittelt und als LD-Plot dargestellt (Abbildung

21).
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Abbildung 21: Genotyp-Phéanotyp-Assoziationen im XRCC1-Gen mit LD-Plot. Die Darstellungsweise entspricht
Abbildung 14.

Der mit einem Pfeil markierte Assoziations-Lokus in XRCC1 mit hoher statistischer Signifi-

kanz im dazugehotrigen Punktediagramm betrifft rs3213263 und ist Grundlage der weiteren

Analyse.
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Hier zeigte sich bei einer alleinigen Hemmung mit anti-TGFf bei Vorliegen des Variantenallels
TT gegenlber dem Wildtyp und dem Variantenallel CT ein vergleichsweise hoher zytoprotek-
tiver Effekt von gut 2% (p=0,0002). Nicht nur ohne Bestrahlung, sondern auch bei Bestrahlung
mit vorheriger Hemmung durch anti-TGF3 kommt dieser vergleichsweise hohe zytoprotektive
Effekt des Variantenallels TT zum Tragen. Gleichzeitig ist auch der zytotoxische Effekt einer
alleinigen Bestrahlung bei Vorliegen des Variantenallels TT gegenuiber den anderen Allelen
mit etwa 14% vergleichsweise am héchsten (p=0,05, vergl. Abbildung 22).
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Abbildung 22: SNP rs3213263 in XRCC1 und Zellvitalitit nach anti-TGFp, Bestrahlung und Kombination aus
beiden Behandlungen. Der linke Boxplot zeigt den Effekt des Variantenallels auf alleinige Gabe
von anti-TGFB1 gegeniiber der Kontrolle, das mittlere zeigt den Effekt auf die 3 Gy-Zytotoxizitat,
das rechte auf die kombinierte Behandlung mit anti-TGFB1 und Bestrahlung (3 Gy) gegenuber
einer alleinigen Bestrahlung (3 Gy). Zur statistischen Auswertung diente der Mann-Whitney-U-
Test.

4.7 Zusammenfassende Betrachtung

Diejenigen sechs SNP, welche in singulé@rer Analyse die strahleninduzierte Zytotoxizitét beein-
flussten, wurden nun kombiniert in einem linearen Regressionsmodell analysiert. Mit den vier
SNP rs1800937 (im Genbereich von MSH6), rs17293408 (SMAD3), rs6507876 (SMAD7) und
rs1863332 (MSH2) konnten 29,3% der beobachteten Variabilitat der radiogenen Zytotoxizitat
bestimmt werden (siehe Tabelle 7). Der p-Wert von 0,001 fiir dieses Modell kann jedoch nach
Adjustierung auf die Zahl der insgesamt getesteten Genvarianten auf Basis meiner Datenlage
nicht als statistisch signifikant betrachtet werden. Die beiden anderen SNP mit p < 0,05 aus der
univariaten Analyse, rs7031302 (TGFBR1) und rs7162912 (SMAD3), zeigten im multivariaten
Modell keine Assoziation mit p < 0,05.
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Tabelle 7: Strahleninduzierte Abnahme der Zellvitalitat in Abhangigkeit multipler Genpolymorphismen. Die
durch 3 Gy gegenuber der Kontrolle reduzierte Zellvitalitat wurde als abhéngige, vier zuvor als signifi-
kant beschriebene Varianten als unabhéngige Variablen verwendet. Die zugehérigen Gene sind jeweils
direkt nach dem betreffenden SNP in Klammern genannt. Fiir jedes der vier Modelle ist das Be-
stimmtheitsmaR (r2) adjustiert auf die Anzahl der beriicksichtigten SNP und der zugehdrige p-Wert als
Ausdruck der statistischen Signifikanz angegeben. Mit dem Shapiro-Wilk-Test fanden sich fir jede
Kombination aus funktionellem Messparameter und Genotyp-Auspragung keine gravierenden Abwei-
chungen von einer Normalverteilung. Die Berechnungen erfolgten mit der Statistik-Software SPSS,
Version 12.0. Fiir die lineare Regressionsanalyse wurde die Option ,,stepwise “ gewahlt mit 0,05 als
»entry“und 0,10 als ,,removal®.

Modell SNP in Modell (Gen) adjustierter  p-Wert
r-Wert (%)
1 rs1800937 (MSH6) 9,7 0,02
2 rs1800937, rs17293408 (SMAD3) 17,7 0,004
3 rs1800937, rs17293408, rs6507876 (SMAD7) 23,4 0,002
4 rs1800937, rs17293408, rs6507876, rs1863332 (MSH2) 29,3 0,001

Da genetische Pradiktoren in Zusammenhang mit der Aktivitat des TGFp-Signalwegs von be-
sonderem Interesse waren, wurden entsprechende multivariate SNP-Analysen auch im Hinblick
auf die zytotoxischen Effekte von Bestrahlung bei gleichzeitiger Behandlung mit TGFB1- bzw.
mit anti- TGFB1 durchgefuhrt.

Bei Zugabe von TGFp1 16 h vor Bestrahlung konnten 37,3% der Variabilitat der resultierenden
Zytotoxizitéat dieser Kombinationsbehandlung durch drei SNP erklart werden (Tabelle 8). Der
zugehdrige p-Wert von 0,00001 kann selbst in Anbetracht der Gesamtzahl der 1656 durchge-
fihrten Genotyp-Phanotyp-Tests als statistisch signifikant angesehen werden. Aufféllig ist in
diesem Modell im Vergleich zu demjenigen bei alleiniger Bestrahlung (Tabelle 7) das Fehlen
des SNP rs17293408 in SMAD3 bei Beibehaltung der anderen drei SNP wenngleich in veréan-

derter Gewichtung.

Tabelle 8: Einfluss multipler Varianten auf Zellvitalitt durch Behandlung mit TGFB1 vor Bestrahlung mit 3 Gy
in Bezug zur Kontrolle. Der Darstellungsmodus entspricht Tabelle 7.

Modell SNP in Modell adjustierter  p-Wert
r-Wert (%)
1 rs1863332 (MSH2) 15,2 0,003
2 rs1863332, rs6507876 (SMAD7) 26,7 0,0002
3 rs1863332, rs6507876, rs1800937 (MSH6) 37,3 0,00001

Wurde TGFB1 unmittelbar nach Bestrahlung zugegeben, zeigten sich, erneut bei Fehlen eines
relevanten Einflusses des SMAD3-SNP rs17293408, ansonsten dieselben SNP als Modellpré-
diktoren wie bei alleiniger Bestrahlung, und dies auch in derselben Gewichtung (Tabelle 9).
Den starksten Effekt hatte rs1800937 (MSHG6), gefolgt von rs6507876 (SMAD7) und
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rs1863332 (MSH2). Auch der adjustierte r>-Wert des Modells als Mal} fir den durch die betref-
fenden Faktoren determinierten Anteil der funktionellen Variabilitat war mit 29,9% sehr ahn-
lich demjenigen bei Bestrahlung ohne zusétzliche Behandlung (29,3%, siehe Tabelle 7). Eine
statistische Signifikanz kann hier unter Berlicksichtigung multiplen Testens auf Grundlage mei-
nes Datensatzes nicht proklamiert werden. Vergleicht man die Stérke der SNP-Effekte in den
Regressionsmodellen fur eine Behandlung mit TGFB1 vor mit derjenigen nach Bestrahlung,
fallt ein starkerer Einfluss der MSH2- und ein geringerer der MSH6-Variante bei VVorinkubation
mit TGFB1 auf.

Tabelle 9: Einfluss multipler Varianten auf Zellvitalitat durch Bestrahlung mit 3 Gy und unmittelbar nachfolgen-
der Zugabe von TGFp1 in Bezug zur Kontrolle. Der Darstellungsmodus entspricht Tabelle 7 und 8.

Modell SNP in Modell adjustierter  p-Wert
r>-Wert (%)

1 rs1800937 (MSH®6) 18,4 0,001

2 rs1800937, rs6507876 (SMAD?7) 24,8 0,001

3 rs1800937, rs6507876, rs1863332 (MSH?2) 29,9 0,0003

Bei der analogen Vorbehandlung mit anti-TGFp 16 h vor Bestrahlung zeigte sich noch fiir zwei
der vier SNP aus dem obigen Modell fiir alleinige Bestrahlung ein Einfluss auf die nach Be-
strahlung gemessene Zytotoxizitat. Dabei konnten 26,9% dieser funktionellen Variabilitat auf
die beiden SNP rs1800937 (MSH6) und rs6507876 (SMAD?7) zurtickgefiihrt werden (Tabelle
10). Wird der p-Wert dieses Modells auf die Zahl der insgesamt durchgefiihrten Tests von 1656
adjustiert, ergibt sich ein Wert von 0,3, womit das statistische Signifikanzniveau bei einer Irr-

tumswahrscheinlichkeit von 0,05 nicht erreicht wurde.

Tabelle 10: Einfluss multipler Varianten auf Zellvitalitat durch anti-TGFp und 3 Gy in Bezug zur Kontrolle. Dar-
stellungsmodus entspricht Tabelle 7 und 8.

Modell SNP in Modell adjustierter  p-Wert
r2-Wert (%)
1 rs1800937 (MSH6) 15,5 0,002

2 rs1800937, rs6507876 (SMAD?7) 26,9 0,0002




5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschreibt anhand von Assoziationsanalysen an LCL den Einfluss von
Genpolymorphismen auf die Wirkung von Roéntgenstrahlen, TGFB1 und das Immunglobulin
anti-TGFp. Bei einer kombinierten Behandlung wurde auch der Einfluss der Behandlungsrei-

henfolge auf Zellschaden untersucht.

Die Ergebnisse lassen sich in ihrer Aussagekraft aufgrund der unterschiedlichen Signifikanzni-
veaus, unter denen sie zur Darstellung kommen, graduieren. Somit zeigen sich einerseits hoch-
signifikante (p<0,01) und signifikante (p<0,05), andererseits aber auch nicht signifikante Er-
gebnisse (p>0,05), wobei Letztere allenfalls einen gewissen Trend zum Ausdruck bringen.
Nachfolgend werden signifikante Ergebnisse zu den Assoziationsanalysen der LCL dargestellt
und in ihrer Wertigkeit diskutiert. Sofern verflgbar, soll mit Hilfe aktueller Literatur ein Kklini-
scher Kontext hergestellt werden sowie eine Einordnung in den aktuellen Stand der Forschung
zum Thema TGFp1 erfolgen. Somit soll erortert werden, inwieweit bestimmte Genpolymor-
phismen von Kandidatengenen des TGFp-Signalwegs und DNA-Reparaturgenen einen Ein-
fluss auf die LCL-Vitalitat nach alleiniger Bestrahlung und/oder TGFB1-Inkubation oder Inhi-

bition mit anti-TGFp haben. Die Reihenfolge ist analog zum Ergebnisteil.

5.1 TGFBR1

Das TGFBR1-Gen (transforming growth factor beta receptor 1) ist auf dem langen Arm von
Chromosom 9 lokalisiert. Das Gen ist ca. 31 kb lang und enthalt neun Exons (Vellucci und
Reiss 1997). Es kodiert fur ein 503 Aminoséduren langes Transmembranprotein, welches mit
zwei Isoformen am TGF-Signalweg beteiligt ist. Der TGFB-Rezeptor Typ 1 (TGFBR1) phos-
phoryliert SMAD2- und SMAD3-Proteine, wenn seine Kinase-Domane selbst in einem hetero-
tetrameren Komplex durch den TGFB-Rezeptor Typ 2 (TGFBR2) aktiviert wird (Eickelberg
2001). Die SMAD?2- und SMAD3-Proteine interagieren dann im phosphorylierten Zustand mit
SMADA4-Proteinen, translozieren als Proteinkomplex zum Zellkern und regulieren so die Ex-

pression der Zielgene (Arthur und Bamforth 2011).

Mutationen der TGFBR1- und TGFBR2-Gene werden mit dem Loeys-Dietz-Syndrom in Ver-
bindung gebracht, einem autosomal dominant vererbten Syndrom, welches durch Aortenaneu-

rysmen und komplexe, systemische Manifestationen gekennzeichnet ist (Loeys et al. 2005;
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Loeys et al. 2006). Die Hypothese, dass das Risiko, an einem kolorektalen Karzinom zu erkran-
ken, durch Mutationen des TGFBR1-Gens erhoht wird, liel? sich nicht bestatigen (Carvajal-
Carmona et al. 2010). Allerdings scheinen Polymorphismen im TGFBR1-Gen zumindest in
Nordchina mit dem Risiko, an einem Adenokarzinom des 6sophagogastralen Uberganges zu

erkranken, assoziiert zu sein (Guo et al. 2012).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen am SNP rs7031302, in Intron 1 von TGFBR1
lokalisiert, bei Vorhandensein des Wildtyps (AA) im Vergleich zu den Variantenallelen eine
statistisch signifikante Reduktion vitaler Zellen nach alleiniger Bestrahlung (3 Gy) gegenuber
der Kontrolle (p=0,01). Ein analoger Effekt dazu stellt sich bei gleichen Bedingungen bezliglich
der bestrahlungsinduziert erhdhten Bildung von ROS dar: Gegentiber der Kontrollgruppe wer-
den nach einer alleinigen Bestrahlung mit 3 Gy bei Vorliegen des Wildtyps (AA) am selben
SNP relativ viel ROS und vergleichsweise weniger ROS bei Vorliegen der Genvarianten gebil-
det (p=0,03) (vergl. Abbildung 8). Eine additive Behandlung mit TGFp1 oder anti-TGFp zeigte
keinen signifikanten Effekt auf die Ausbeuten an ROS.

In der aktuellen Literatur findet sich keine Arbeit, die Bezug auf den SNP rs7031302 auf dem

TGFBR1-Gen nimmt. Auch klinische Assoziationen werden nicht beschrieben.

Hé&ufig diskutiert wird die TGFB*6A-Variante, eine Deletionsvariante am SNP rs11466445. Sie
ist zwischen Signalpeptid und Rezeptorsequenz lokalisiert und findet sich bei Menschen kau-
kasischen Ursprungs mit einer Haufigkeit von etwa 10%. Dem Polymorphismus TGFB*6A
wird in der Kanzerogenese eine wichtige Rolle zugesprochen (Pasche et al. 2004). Eine friihere
Arbeit der Abteilung Klinische Pharmakologie der Universitatsmedizin Géttingen stellt funkti-
onelle Analysen von Polymorphismen im TGFBR1-Gen dar. Schirmer et al. auf3erten in dieser
Studie zur Strahlenempfindlichkeit von mononukledren Zellen des peripheren Blutsystems in
Abhéngigkeit von verschiedenen Polymorphismen die Vermutung, dass die Deletionsvariante
*6A im Signalpeptid von TGFBR1 und der partiell mit ihr gekoppelte SNP rs11568785 die
TGF-Signaltransduktion abschwéchen. In Abhéngigkeit des TGFB*6A-Polymorphismus ver-
ursacht Inkubation mit TGFp1 eine verstarkte SMAD7-Expression mit konsekutiver SMAD3-
Downregulation uber einen negativen Feedback-Mechanismus. TGFB*6A bewirkt dabei nach
TGFB1-Inkubation eine Abschwéchung der SMAD3-Suppression. Dabei zeigte sich bei Vor-
handensein der Variantenallele des SNP rs11568785 eine Verstarkung des zytotoxischen Ef-
fektes von ionisierenden Strahlen. Dieser Effekt verstarkte sich weiter bei gleichzeitigem Vor-
liegen des Variantenallels am SNP rs11466445 (Schirmer et al. 2009).
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Somit kommt dem Polymorphismus TGFBR1*6A und dem partiell gekoppelten SNP
rs11568785 zum aktuellen Zeitpunkt eine tragende Rolle in der Modulation des TGFp-Signal-
wegs zu. Auch konnte dieser Polymorphismus eine wichtige Bedeutung in der Prognose medi-

kamentdser und strahlentherapeutischer Nebenwirkungen haben (Schirmer et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit blieb beztglich aller vorgenommenen Behandlungsmodalitaten ein
signifikanter Effekt fur diesen Polymorphismus aus.

Auch eine signifikante Abhéngigkeit von einer Behandlung mit TGFp oder anti-TGFf konnte
bei keinem der untersuchten Polymorphismen beobachtet werden. Es zeigte sich kein Einfluss

auf die Zellvitalitat.

Im Gegensatz zum oben erwéhnten *6A-Polymorphismus zeigte sich bei Vorhandensein des
Wildtyps und nicht der Varianten am SNP rs7031302 eine erhohte zytotoxische Wirkung ioni-
sierender Strahlung. Da dieser Effekt unabhéngig von additiver Gabe von TGFB1 oder anti-
TGFp zu beobachten war, liegt die Vermutung nahe, dass der Polymorphismus selbst diesem

Effekt ursachlich zu Grunde liegt.

5.2 SMAD?2

Das SMAD2-Gen (mothers against decapentaplegic homolog of drosophila 2) ist auf dem
Chromosom 18g21.1 lokalisiert und besteht aus zwolf Exons. Es kodiert fur das zugehérige
Protein, welches aus 467 Aminosduren besteht. SMAD2 wird zusammen mit SMAD3 eine
Schlusselstellung bei der intrazellularen Signaliibertragung im TGFf-Signalweg zugesprochen
(siehe Kapitel 1.1.2.) (Dai et al. 2009).

Genetische Mutationen im SMAD 2-Gen werden mit kolorektalen Karzinomen und priméren
Lungentumoren in Verbindung gebracht (Eppert et al. 1996; Heldin et al. 1997; Riggins et al.
1996; Takenoshita et al. 1998). Auch in der Entstehung der kutanen Leishmaniose ist SMAD 2
von Bedeutung (Castellucci et al. 2012).

Bei der vorliegenden Arbeit zeigte der SNP rs1792658 in Intron 5 eine Assoziation mit der
Zellvitalitat (p=0,002) im Hinblick auf die Kombinationsbehandlung mit anti-TGF vor der
Bestrahlung gegentiber der alleinigen Bestrahlung. In Gegenwart des Wildtyp-Allels fand sich
eine maRig erhohte Zellvitalitat bei Hemmung mittels anti-TGFp vor der Bestrahlung, wahrend
sich in Gegenwart der Variantenallele ein deutlich starkerer zytoprotektiver Effekt zeigte (vergl.
Abbildung 9). Die Auswirkung ist relativ gesehen mit nahezu einer Verdopplung der zytopro-

tektiven Wirkung durch anti-TGFp durchaus bemerkenswert.
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In der Literatur findet sich eine aktuelle Arbeit, die sich auf den SNP rs1792658 bezieht. Cas-
telluci et al. haben eine Assoziation dieses SNP mit der kutanen Form der Leishmaniose erkannt
und damit auf die potenzielle Bedeutung dieses SNP fir die Induktion des CTGF (connective
tissue growth factor) hingewiesen, der fur den Wundheilungsprozess bei der kutanen Form der

Leishmaniose erforderlich ist (Castellucci et al. 2012).

Abreu et al. konnten zeigen, dass CTGF eine aktivierende Wirkung auf TGFp-Signale hat, in-
dem es TGFB1 mit seiner cysteinreichen Domane direkt bindet (Abreu et al. 2002). Eine Induk-
tion von CTGF durch diesen Polymorphismus kénnte somit eine Aktivierung des TGFp-Sig-
nalwegs zur Folge haben. Eine Hemmung mit anti-TGF wirde diese Stimulation méglicher-
weise wieder aufheben und erscheint im Zusammenhang mit der Behandlung von Patienten mit
kutaner Leishmaniose wenig sinnvoll. Eine zusétzliche Stimulation mit TGFB1 ware hier sinn-
voller, erbrachte aber im Rahmen meiner Untersuchungen keine signifikante Veranderung der
Zellvitalitat. Es gibt keine Erkenntnisse dartiber, ob dieser Polymorphismus mit der Entstehung

anderer Krankheiten assoziiert ist.

Somit ergibt sich aus dieser Arbeit ein weiterer, statistisch signifikanter Aspekt beztglich des
SNP rs1792658, der mdglicherweise in Zusammenhang mit den Erkenntnissen der oben ge-

nannten Studien steht.

Je nach Variantenallel an diesem SNP konnte vor einer geplanten Bestrahlung durch zusatzliche
Inhibition mit anti-TGFp eine relativ gesehen héhere Zytoprotektion des gesunden Gewebes
erzielt werden. Beim therapeutischen Einsatz von anti-TGFp sollte jedoch immer dessen im-
munsuppressive Wirkung beriicksichtigt werden. Eine genaue Dosisanpassung ist erforderlich.

Hierzu sind jedoch weitere Studien notwendig.

5.3 SMAD 3

Das SMAD3-Gen befindet sich auf dem Chromosom 15g21-22 und enthalt neun Exons. Das
zugehorige Protein besteht aus 425 Aminosauren (Arai et al. 1998; Heldin et al. 1997).

SMAD3 hélt eine dhnliche Schlisselstellung im TGFB-Signalweg inne wie SMAD?2 (siehe Ka-
pitel 1.1.2) (Dai et al. 2009). Dong et al. entdeckten eine erhohte Expression von SMAD3 bei
Patienten mit Sklerodermie. Sie vermuten, dass Anderungen im TGFB-Signalweg in Form einer
Hochregulierung des aktivierenden SMAD3 bei gleichzeitiger Defizienz des inhibitorischen
SMADY7 fir die Hyperresponsivitat auf TGFB1, die bei Sklerodermie beobachtet wird, verant-

wortlich sein kénnten (Dong et al. 2002).
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Bei den SNP rs7162912 und rs12904944, in Intron 1 des langsten SMAD3-Transkripts gelegen,
handelt es sich um zwei SNP in perfektem LD, linkage disequilibrium. Die folgende Diskussion
bezieht sich daher, wie auch die Ergebnisbeschreibung, auf einen dieser SNP, rs7162912. In
der vorliegenden Arbeit zeigte sich an diesem Polymorphismus bei Homozygotie (GG) eine
hohere Strahlenresistenz bei vorausgehender Stimulation mit TGFB1 (vergl. Abbildung 11,

rechts).

Ein weiteres starkes Signal wies der SNP rs17293408 auf. Dieser ist ebenfalls in Intron 1 des
langsten SMAD3-Transkripts lokalisiert. Hier ging das seltenere Allel bei alleiniger Bestrah-
lung ohne Interaktion mit TGFB1 oder anti-TGFp mit einer deutlich hoheren Strahlenresistenz
einher (vergl. Abbildung 12). Anhand der linearen Regressionsanalyse konnte gezeigt werden,
dass dieser SNP somit, gemeinsam mit Polymorphismen im MSH2-, MSH6- und SMAD7-Gen,
immerhin 29,3% der beobachteten Variabilitat der bestrahlungsinduzierten Zytotoxizitét beein-
flusst (vergl. Tabelle 7). Der p-Wert von p=0,001 ist jedoch, wie bereits oben erwahnt, nach
Adjustierung auf die Gesamtanzahl der von mir getesteten Genvarianten statistisch als nicht
signifikant zu werten. Auf die Auswirkung der anderen Behandlungsmodalitaten zeigte dieser
SNP im linearen Regressionsmodell keine signifikante Wirkung. Das ist im Hinblick auf die

Ergebnisse einer unten beschriebenen Studie eher erstaunlich.

Auch hier zeigten LCL, die den SNP rs17293408 tragen, bei alleiniger Bestrahlung eine schwa-
chere Strahlenempfindlichkeit, die allerdings auch bei vorheriger additiver Behandlung mit
TGFpB1 nachweisbar war (Neumann 2012). Im Rahmen dieser Studie wurden neben LCL auch
T-Lymphozyten untersucht. Auch hier hatte der SNP rs17293408 eine zytoprotektive Wirkung
unter Bestrahlung (Neumann 2012). Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass eine Stimulation
mit TGFB1 die Expression von SMAD3 signifikant reduziert. Nur bei den Trégern der Variante
rs17293408 blieb diese konsekutive Reduktion der SMAD3-Expression aus (Neumann 2012).
Auch eine weitere Studie aus der Abteilung Klinische Pharmakologie der Universitatsmedizin
Gottingen konnte zeigen, dass dieses Variantenallel (rs17293408) bei Bestrahlung von T-Lym-
phozyten mit 2 Gy mit einer reduzierten Apoptoserate einherging, wenngleich dies mit p=0,097
zuné&chst nur als statistischer Trend gewertet wurde (Schirmer et al. 2009). Weitere Literatur-

angaben zur Funktionalitéat dieses SNP liegen aktuell nicht vor.

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse zu rs17293408 nach alleiniger Bestrahlung ist in der
Bewertung der angewendeten Methodik in dieser Studie als Erfolg zu sehen, da sie fur eine
gewisse Reliabilitat spricht. Die Untersuchung dieser Variante anhand von weiterfiihrenden

Studien scheint sinnvoll.
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Reproduzierbarer Effekt von SMAD3 rs17293408 auf die Zellvitalitat nach Bestrahlung. Verglei-
chende Darstellung: Oben links eigene LCL-Studie, oben rechts LCL-Studie (Neumann, 2012),
unten links T-Lymphozyten-Studie (Neumann 2012) Variante mit einer erhdhten Zellvitalitat ein-
hergehend und unten rechts frihere Studie (Schirmer et al. 2009) mit einer geringeren Apoptose-
rate.

Wie konnte die erhohte Strahlenresistenz bei VVorhandensein der Variantenallele von rs7162912

und rs17293408 mechanistisch erklart werden? Einen Ansatzpunkt liefert die Beobachtung ei-

ner geringeren Suppression der physiologischen SMAD3-Expression bei (Uber)stimulation mit

dem TGFP1-Liganden in Gegenwart des Variantenallels von rs17293408, welches Ausdruck

einer abgeschwichten Aktivitit des TGFB-Signalwegs sein konnte (Neumann 2012). Unter der

Annahme, dass die Funktionsweise des TGFp-Signalwegs bei zytotoxischer Zellschadigung

apoptosefordernd ist, wiirde eine verminderte Aktivitét dieses Signalwegs mit entsprechend ge-

ringerer Apoptoserate einhergehen. Dies kdnnte ein Erklarungsansatz fir die erhdhte Strahlen-

resistenz bei VVorliegen des Variantenallels von rs17293408 sein. Analoge Daten zu rs7162912

in Bezug auf die Responsivitat des TGFB-Signalwegs liegen mir nicht vor.

5.4 SMADY
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SMADTY ist ein inhibitorisches SMAD, das fir ein 426 Aminosauren langes Protein kodiert. Es
ist auf Chromosom 18 lokalisiert (Heldin et al. 1997) und blockiert die Aktivitat des TGFj-

Signalwegs uber einen negativen Feedback-Mechanismus.

In diesem Zusammenhang wird beschrieben, dass eine erhdhte Expression von SMAD?7 eine
Strahlenresistenz von Zellen des Pankreaskarzinoms bewirken kann (Dancea et al. 2009). Eine
Uberexpression von SMAD?7 liegt in 50% der Falle bei Pankreaskarzinomen vor (Boyer und
Korc 2005). Aufgrund verschiedener genomweiter Studien konnte gezeigt werden, dass
SMAD7-Polymorphismen im Bereich der Risikoregion 18921 in Verbindung mit der Entste-
hung kolorektaler Karzinome stehen. Es handelt sich dabei um die drei Varianten rs12953717,
rs4939827 und rs4464148 (Broderick et al. 2007). Ein weiterer Zusammenhang wurde spater
zum SNP rs4939827 (Song et al. 2012) sowie zum SNP rs11874392 hergestellt (Jiang et al.
2013). Diese verdachtigen SNP treten gehduft in Familien auf, die von kolorektalen Karzino-
men betroffen sind. Das Risikoallel zu rs12953717 besitzt eine signifikante Assoziation mit
einer verminderten SMAD7-Expression in LCL (Broderick et al. 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte bezogen auf diese SNP kein statistisch signifikantes Ergebnis
hinsichtlich verénderter Zellvitalitat nach Stimulation mit TGFB1 oder Hemmung mit anti-
TGFp erzielt werden. Jedoch konnten flir zwei andere SNP des SMAD7-Gens signifikante Er-
gebnisse herausgearbeitet werden. Es zeigte sich, dass eine alleinige Bestrahlung (3 Gy) beim
homozygoten Wildtypallel von rs6507876 im Vergleich zur Kontrollgruppe eine deutliche Re-
duktion der Zellvitalitat zur Folge hatte. Dieser Effekt fand sich auch bei Heterozygotie, jedoch
in schwacherer Auspragung (vergl. Abbildung 14).

Im linearen Regressionsmodell tragt dieser SNP bei allen betrachteten Modalitaten mit einem
gewissen Prozentsatz zur Variabilitat der resultierenden Zytotoxizitét bei. Bei Gabe von TGF31
vor der Bestrahlung stellt er gemeinsam mit rs1863332 aus MSH2 und rs1800937 aus MSH6
37,3% der Variabilitat der aus dieser Behandlung folgenden Zytotoxizitat dar. Der p-Wert ist
mit 0,00001 statistisch signifkant. Bei TGFB1-Gabe nach der Bestrahlung lag der Anteil der
funktionellen Variabilitt mit 29,9% bei selbigen SNP. Bei Gabe von anti-TGFf vor Bestrah-
lung bildeten selbige SNP 26,9% der funktionellen Variabilitat. Eine statistische Signifikanz

kann daraus nicht abgeleitet werden.

Als einziger SNP hatte rs1873191 einen maligeblichen Einfluss darauf, inwieweit bei einer al-
leinigen Behandlung mit anti-TGFB im Vergleich zur Kontrolle die Anzahl von vitalen Zellen
beeinflusst wird. Hier ist in Gegenwart des Variantenallels von rs1873191 eine Zunahme vitaler
Zellen bei Behandlung mit anti-TGFp zu beobachten (p=0,007, vergl. Abbildung 14). Dies ist



Diskussion 57

der einzige Polymorphismus, bei dem im Rahmen dieser Studie eine alleinige Behandlung mit
anti-TGFp eine Auswirkung auf die Zellvitalitat hatte. Urséchlich kdnnte ein Ausbleiben des

negativen Feedback-Mechanismus von SMAD7 durch Hemmung mit anti-TGFp sein.

In der bereits erwahnten Studie aus der Abteilung Klinische Pharmakologie der Universitéts-
medizin Gottingen konnte bei Vorliegen des Variantenallels von rs6507876 eine stirkere
TGFB1-induzierte SMAD7—Expression festgestellt werden als beim Wildtyp (Neumann 2012).
Es war eine vergleichbare Auswirkung (p=0,1 bei alleiniger Behandlung mit TGFpB1, p=0,02
bei Behandlung mit TGFB1 und nachfolgender Bestrahlung) des gleichen SNP auf die SMAD7-
Transription in LCL zu beobachten (Neumann 2012). Diese Effekte konnten in einer friiheren
Studie mit PBMC nicht bestéatigt werden, wobei eine Maskierung durch das heterogene PBMC-
Gemisch als denkbare Erklarung gedufert wurde (Neumann 2012).

In meiner Studie konnte bezogen auf den SNP rs6507876 sowohl bei Stimulation vor der Be-
strahlung sowie bei einer Hemmung kaum eine Veranderung der Vitalitat im Vergleich zur
alleinigen Bestrahlung gesehen werden. Inwieweit also eine Veranderung der SMAD7- Expres-
sion, stimuliert durch TGFp1, einen Einfluss auf die Zellvitalitat hat, I&sst sich aus der vorlie-

genden Arbeit nicht naher ableiten.

Zu beiden SNP rs6507876 und rs1873191 gibt es keine weitere Literatur.

5.5 BRCAZ2

Das BRCA2-Gen (breast cancer 2) wurde erstmalig vier Jahre nach der Erstbeschreibung des
BRCAZ1-Gens beschrieben. Es ist lokalisiert auf dem Chromosom 13q12.3, beinhaltet 27 Exons
(Tavtigian et al. 1996) und kodiert fiir das zugehorige Protein, welches aus 3418 Aminosduren
besteht. Die Aktivierung von BRCAZ2 erfolgt durch Phosphorylierung von BRCA1. BRCA2
z&hlt zu den Tumorsuppressorgenen und hat eine wichtige Funktion in der Zellzykluskontrolle.

Es ist auBerdem an der homologen Rekombinationsreparatur beteiligt.

Mutationen des BRCA2-Gens haben einen Einfluss auf die Entstehung von Mammakarzino-
men (Jonkers et al. 2001), Ovarialkarzinomen (Chen et al. 1995; Welcsh und King 2001), Lym-
phomen und Leuk&mien (Friedenson 2007), Nasopharynxkarzinomen (Qin et al. 2011), Pros-
tata- (Willems et al. 2008) und Pankreaskarzinomen (Murphy et al. 2002). Neben neun weiteren
Genen ist auch BRCAZ2 an der Entstehung der Fanconi-Anamie beteiligt (Meetei et al. 2005).

Der SNP rs206119 ist in Intron 1 des BRCA2-Gens lokalisiert und ging in meiner Untersuchung

bei reiner Bestrahlung mit einer Abnahme der Zellvitalitat in gleicher Weise einher, unabhangig
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davon, ob der Wildtyp oder eine der Varianten vorlag. Wurde mit TGFf1 vor bzw. nach Be-
strahlung stimuliert, so konnte sowohl beim Wildtyp wie auch bei den Varianten eine Abnahme

der Zellvitalitat beobachtet werden.

Von einer Stimulation mit TGFB1 nach der Bestrahlung profitierte vor allem der Wildtyp im

Sinne einer Zytoprotektion mit hochsignifikantem Ergebnis (p=0,0005, vergl. Abbildung 17).

Der Einfluss intronischer Varianten bzgl. der Proteinfunktionalitat ist fraglich, da die Introns
beim Spleillvorgang aus der mRNA entfernt und somit nicht translatiert werden. Dennoch kann
eine mogliche Auswirkung intronischer Varianten nicht ausgeschlossen werden, v.a. wenn
diese am Intron-/Exoniibergang lokalisiert sind. So finden sich auch zwei Literaturangaben zu
dieser Variante.

Qin et al. konnten anhand einer in der slidchinesischen Provinz Kanton durchgefuhrten Studie
belegen, dass dieser SNP signifikant mit der Entstehung von Nasopharynxkarzinomen assozi-
iert ist. Kantonesen bilden die ethnische Gruppe mit dem hdchsten Risiko, an einem Nasopha-

rynxkarzinom zu erkranken (Qin et al. 2011).

Aullerdem wurde der SNP rs206119 in eine Studie von Baynes et al. in die Betrachtung mit
eingeschlossen. Dabei wurde der Einfluss von Varianten auf finf verschiedenen Genen auf das
Risiko der Entstehung von Brustkrebs untersucht. Zusammen mit 15 anderen SNP auf dem
BRCA2-Gen wurde auch der SNP rs206119 in die Analyse eingeschlossen. SchlieRlich kam
man zu dem Ergebnis, dass diese gangigen Varianten das Risiko fur Brustkrebs wahrscheinlich
nicht erhéhen (Baynes et al. 2007). Somit kénnen die Aussagen der vorliegenden Arbeit bezlig-
lich des SNP rs206119 auf dem BRCA2-Gen als neuer Aspekt gewertet werden, da sie in kei-

nem inhaltlichen Zusammenhang zu der Arbeit von Baynes et al. stehen (Baynes et al. 2007).

Der zytoprotektive Einfluss, den TGFB1 im Rahmen meiner Messungen auf LCL hatte, kdnnte
bei der Behandlung von Nasopharynxkarzinomen von Nutzen sein. Eine lokale Applikation
von TGFB1 zum Schutz des topographisch benachbarten Gewebes bei einer Strahlentherapie
konnte diskutiert werden. Dabei scheint eine der Bestrahlung nachgeschaltete VVerabreichung
Erfolg versprechender. Insbesondere Tréger des Wildtyps kdnnten davon profitieren. Diese
Uberlegungen sind jedoch sehr zuriickhaltend zu formulieren und bediirfen weiterer Explora-

tion.

5.6 MSH2
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MSH2 (MutS protein homolog 2) ist auf Chromosom 2p21 lokalisiert und besteht aus 16 Exons
(Kolodner et al. 1994). Das Tumorsuppressorgen ist homolog zum E. coli MutS-Gen und an
der Mismatch-Reparatur beteiligt (Fishel et al. 1994a; Fishel et al. 1993).

Zusammen mit dem Protein MSH3 bildet das Protein MSH2 den heterodimeren MutSpB-Pro-
teinkomplex (lyer et al. 2008; Palombo et al. 1996). Es kann ebenfalls einen heterodimeren
Komplex mit MSH6 bilden, den MutSo Mismatch-Reparatur-Komplex. Dieser ist in der Lage,
fehlerhafte Basenpaare zu erkennen und mittels ATPase-Aktivitat zu eliminieren (Gradia et al.
1997).

Es wird ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Heterozygotie auf dem MSH2-Gen und
einer Pradisposition flr die Entstehung eines HNPCC gesehen (Fishel et al. 1993; Jiricny 1994),
fur die damals bei etwa 50% der betroffenen Patienten eine Mutation des MSH2-Gens verant-
wortlich gemacht wurde (Fishel et al. 1994a; Fishel et al. 1994b). Auch mit dem Muir-Torre-
Syndrom wird MSH2 assoziiert (Barana et al. 2004).

Daruber hinaus haben Mutationen auf dem MSH2-Gen einen signifikanten Einfluss auf das
Uberleben von Patienten mit einem Glioblastoma multiforme (Wibom et al. 2012).

In einer aktuellen Arbeit kommen die Autoren zu dem Schluss, dass in einer Umgebung mit
oxidativem Stress die induzierbare ektopische Expression von MSH2 wie ein Alarmsignal fir

die T-Zell-vermittelte Immunuberwachung auf Tumorzellen wirken kénnte (Mo et al 2012).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen unter Fokussierung auf den SNP rs1863332,
lokalisiert im 5’-Bereich (Promotorregion) des MSH2-Gens, einen additiven Effekt einer der
Bestrahlung vorangeschalteten Stimulation mit TGFB1 gegentber einer alleinigen Bestrahlung
beziglich der Reduktion von vitalen Zellen. Bei Vorliegen des Wildtyps hatte eine Behandlung
mit TGFB1 vor der Bestrahlung einen zusétzlich zytotoxischen Effekt (p=0,006) im Vergleich
zur TGFB1-Gabe nach Bestrahlung, wéhrend das Variantenallel zytoprotektiv wirkt (p=0,03,
vergl. Abbildung 18). Dieser SNP wirkt sich im linearen Regressionsmodell ebenfalls auf ei-
nige Behandlungsmodalitaten aus. Hinsichtlich der TGFB1-Stimulation 16 h vor Bestrahlung
stellt dieser SNP gemeinsam mit den bereits erwahnten SNP aus SMAD7 und MSH6 37,3%
der Variabilitat der konsekutiven Zytotoxizitat dar mit einem signifikanten p-Wert von 0,00001
(vergl. Tabelle 8). Eine besondere Bedeutung kommt diesem SNP bei der vergleichenden Be-
trachtung von TGFp1 Stimulation vor oder nach Bestrahlung zu. Bezlglich der Stimulation vor

der Bestrahlung scheint die MSH2-Variante den starksten Einfluss zu haben.
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In der aktuellen Literatur findet sich keine Arbeit, die einen Bezug auf den SNP rs1863332 auf
dem MSH2-Gen nimmt. Somit konnte erstmalig ein mutmaRlich relevanter Aspekt beziglich
dieses SNP herausgearbeitet werden, der bei einer Strahlentherapie oder einer Behandlung mit

TGFp1 eine Rolle spielen konnte.

5.7 MSH6

MSHG6 (MutS homolog of E.coli 6) befindet sich auf dem kurzen Arm von Chromosom 2 und
besteht aus zehn Exons. Das zugehdrige Protein enthélt 1360 Aminosauren. Wie schon im Zu-
sammenhang mit MSH2 erwahnt, kann MSH6 ein Heterodimer mit MSH2 bilden.

Eine Mutation des MSH6-Gens wird u.a. mit der Entstehung des HNPCC (Miyaki et al. 1997,
Berends et al. 2002) und des familidren Endometriumkarzinoms assoziiert (Risinger et al. 1996;
Wijnen et al. 1999). Kastrinos et al. halten einen Zusammenhang zwischen Auftreten von
HNPCC und einem Pankreaskarzinom bei Patienten, die eine Mutation im MSH6-Gen tragen,
fir moglich (Kastrinos et al. 2009).

In der vorliegenden Arbeit zeigte der Polymorphismus rs18000937, bei dem es sich um ein
Stopcodon (Tyr214stop) handelt, signifikante Einflisse.

Bei alleiniger Bestrahlung im Vergleich zur Kontrolle war bei Vorhandensein des Wildtyps
eine starkere Zytotoxizitat zu beobachten (p=0,005, vergl. Abbildung 20). Bei Vorliegen des
Variantenallels (CT) haben alle drei Behandlungsbedingungen, also eine Hemmung mit anti-
TGFB (p=0,002), eine vorausgehende Stimulation mit TGFB1 (p=0,004) bzw. eine nachtréagli-
che Stimulation mit TGFB1 (p=0,0003), eine signifikant bis hochsignifikante zytoprotektive
Wirkung (vergl. Abbildung 20).

In der linearen Regressionsanalyse tragt dieser SNP als einziger von den untersuchten SNP bei
allen Behandlungsmodalitaten anteilig mit mehr oder weniger hohem Prozentsatz zur Variabi-
litat der konsekutiven Zytotoxizitéat bei. Besonders hervorzuheben ist hier das Ergebnis der Re-
gressionsanalyse zur Gabe von TGFB1 vor Bestrahlung. Gemeinsam mit je einem Polymor-
phismus aus SMAD7 und aus MSH2 stellt rs1800937 37,3% der Variabilitat der resultierenden
Zytotoxizitét dieser Stimulation dar. Dies entspricht einem p-Wert von 0,00001, was auch unter
Berticksichtigung einer Gesamtzahl von 1656 durchgefiihrten Genotyp-Phanotyp-Tests als sig-

nifikant erachtet werden kann (vergl. Tabelle 8).

Da MSH6 mit der Entstehung des HNPCC assoziiert ist und es sich bei dem untersuchten SNP

um ein Stopcodon handelt, liegt die Vermutung nahe, dass hier ein Zusammenhang bestehen
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konnte. Die Proteinfunktionalitat konnte durch Defekte oder Varianten an diesem SNP erheb-
lich beeinflusst werden. Hierfur gibt es jedoch in der Literatur bisher keinen Hinweis. In der
aktuellen Literatur spielt der SNP rs1800937 keine Rolle. So gesehen ergibt sich aus dieser

Arbeit ein erster, klinisch moglicherweise relevanter Aspekt.

Die gegentiber dem Wildtyp erhohte Strahlenresistenz insbesondere von Tragern des Varian-
tenallels CT konnte schon bei anderen Polymorphismen dieses Proteins belegt werden. In einer
thematisch &hnlichen Arbeit aus der Abteilung Strahlentherapie und Radioonkologie der
Georg-August-Universitat Gottingen wurden LCL, die zuvor bestrahlt und mit TGFB1 vorin-
kubiert wurden, mittels Mikrokerntest auf Zellsch&dden untersucht. Auch dabei wurden die Er-
gebnisse mit Genpolymorphismen der Datenbank des HapMap-Projektes korreliert. Es wurde
die Vermutung geéduRert, dass eine gesteigerte DNA-Reparatur kausal fur die erhohte Strahlen-
resistenz der Varianten verantwortlich sein konnte (Springer 2015). Diese Uberlegung liegt

auch bei der vorliegenden Arbeit nahe.

Tumorpatienten, die Tréger des Wildtyps sind, kdnnten moglicherweise von einer Strahlenthe-
rapie starker profitieren, sofern sich der verstéarkt zytotoxische Effekt ebenso auf das Tumorge-
webe auswirkt und nicht nur auf das gesunde Gewebe. Kombinierte Behandlungen mit TGFp1
oder anti-TGFB konnten moglicherweise zum Schutz des gesunden Gewebes lokal appliziert
werden. Eine moglicherweise forcierte DNA-Reparatur kdnnte somit noch zusétzlich geférdert
werden. Von dieser Behandlung wirden dann eher Trager der Varianten profitieren. Diese Spe-
kulationen bedirfen jedoch weiterer Untersuchung. Warum die ,Gegenspieler’ TGFB1 und
anti-TGFp hier beide einen zytoprotektiven Effekt auf die Varianten haben, bleibt unklar.

5.8 XRCC1

Das XRCC1-Gen (X-ray cross-complementing defective repair in chinese hamster cells 1) ist
auf dem Chromosom 19q13.31 lokalisiert und enthélt 17 Exons. Das zugehdrige Protein besteht
aus 633 Aminosauren. XRCC1 ist maRgeblich an der Reparatur von Einzelstrangbriichen be-
teiligt in Form von BER (Cuneo und London 2010; Nash et al 1997) und NER (Moser et al.
2007). Anhand einer Studie zum Einfluss verschiedener Genotypvarianten an DNA-Reparatur-
genen auf die Empfindlichkeit gegendiber ionisierender Strahlung konnte die Vermutung nahe-
gelegt werden, dass gewisse Varianten zu Uberempfindlichkeit gegentiber ionisierender Strah-
lung beitragen (Hu et al. 2001).
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Eine erhéhte Assoziation von Polymorphismen im XRCC1-Gen mit Krebserkrankungen wird
berichtet (Price et al. 1997). Vor allem die Entstehung von Magentumoren (S. Wang et al.
2012), Zervixkarzinomen (Mei et al. 2014), Lungen-, Kolon-, Prostata- und Mammakarzino-
men (Karahalil et al 2012) wird mit XRCC1 assoziiert.

In meiner Analyse hatte der SNP rs3213263, welcher sich in Intron 2 des XRCC1-Gen befindet,
einen Einfluss auf die Vitalitat der LCL. Die Gabe von anti-TGFf hatte bei Vorliegen des Va-
riantenallels TT einen deutlichen zytoprotektiven Effekt (p=0,0002, vergl. Abbildung 22). Die-
ser Effekt lieR sich auch bei Hemmung mit anti-TGFB und anschlieBender Bestrahlung be-
obachten. Auch auf alleinige Bestrahlung zeigten LCL mit der Variante TT die stérkste Reak-

tion in Form von erhohter Zytotoxizitéat.

In der aktuellen Literatur gibt es keine Arbeit, die diesem SNP auf dem XRCC1-Gen eine be-
sondere Bedeutung beimisst. Somit ergibt sich aus der vorliegenden Arbeit ein neuer und damit
erster, moglicherweise klinisch relevanter Aspekt beziiglich des SNP rs3213263 auf dem
XRCC1-Gen. Tumorpatienten, die gleichzeitig Tréger der Variante TT sind, kdnnten ein bes-
seres Ansprechen auf eine Strahlentherapie im Sinne von stérkerer zytotoxischer Wirkung auf
das Tumorgewebe zeigen. Eine lokale Applikation von anti-TGFpB konnte gesundes Gewebe
vor Strahlenschaden schiitzen. Somit kénnte eine bessere Vertraglichkeit einer Strahlentherapie

erzielt werden.



6 Zusammenfassung

Die Strahlentherapie ist gemeinsam mit chemotherapeutischen und chirurgischen Mainahmen
integraler Bestandteil multimodaler Therapiekonzepte bei malignen Tumorerkrankungen. Eine
mafgebliche Rolle spielt hierbei ein vor allem in den letzten Jahren entwickeltes, zunehmendes
Verstandnis von physiologischen und pathophysiologischen Vorgéngen auf molekularer Ebene
innerhalb von Zellen und insbesondere in menschlichen Geweben. So werden mittlerweile auch
sehr komplexe Regelkreise mit den mitunter unterschiedlichen Funktionen ihrer einzelnen aus
Proteinen bestehenden Komponenten mehr und mehr verstanden. Durch die Kenntnis dieser
Regelkreise entstehen allerdings auch neue Fragen zum Verstandnis, derer sich die medizini-
sche Forschung annimmt. Einen bedeutenden intrazelluldaren Regelkreis stellt der TGFB-Sig-
nalweg dar, der neben anderen vielfaltigen Funktionen auch auf die Entstehung von bestimmten
Tumorerkrankungen einen Einfluss hat. Aber nicht nur Proteine innerhalb dieses Signalwegs
und die fir sie kodierenden Gene, sondern auch in anderem Kontext agierende Proteine bzw.
die fur sie kodierenden Gene regulieren die Entstehung von malignen Tumoren. Gemeinsam ist
diesen Proteinen, dass die jeweils fir sie kodierenden Gene hinsichtlich ihrer molekularen
Struktur vollstandig bekannt sind. Sogar eine Vielzahl an Einzelnukleotid-Polymorphismen
(SNP) ist bekannt und auch die Kenntnis dartiber, dass das Vorliegen von verschiedenen Vari-
antenallelen eines SNP unter bestimmten Behandlungsbedingungen einen Einfluss auf die Vi-

talitat von Zellen hat.

Die vorliegende Arbeit sollte anhand einer prospektiven Studie einen Beitrag dazu leisten, die
Auswirkung ionisierender Strahlung, wie sie im Rahmen einer Strahlentherapie eingesetzt wird,
besser vorhersagen zu kénnen. Anhand von lymphoblastoiden Zellen (LCL) sollte geprift wer-
den, inwieweit ionisierende Strahlung die Zellvitalitat beeinflusst in Abhangigkeit von gene-
tisch bedingter Variabilitat der Expression von Genen des TGFp-Signalwegs und DNA-Repa-
raturgenen. Hierzu wurden 54 kauflich erworbene LCL erfolgreich angeziichtet. Danach wur-
den die Zellen insgesamt sechs Behandlungsbedingungen unterworfen. Neben der unbehandel-
ten Kontrolle wurden Zellen einer alleinigen Bestrahlung mit 3 Gy ausgesetzt, 16 Stunden vor
der Bestrahlung mit TGFB1 oder anti-TGFf3 vorinkubiert oder unmittelbar nach der Bestrah-
lung mit TGFB1 behandelt. Nach Ablauf einer 24-stiindigen Inkubationszeit erfolgte die Zell-
vitalitdtsmessung mittels FACS-Analyse. Die Ergebnisse wurden mit Daten von insgesamt
1656 polymorphen Positionen aus 21 Kandidatengenen korreliert. Auf diese Weise sollte der

Einfluss dieser Polymorphismen auf die Zellvitalitat ermittelt werden. Die Daten wurden dabei
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der HapMap-Datenbank enthnommen. Zusammenfassend soll noch einmal kurz auf die unter 1.2

formulierten Fragestellungen eingegangen werden.

Ad 1: Bei zwei der untersuchten Gene konnten anhand der LD-Plots Kopplungsun-gleichge-
wichte dargestellt werden. Hervorzuheben ist hier SMAD3. Hier waren die SNP rs7162912 und
rs12904944 in perfektem LD. SMAD7 besitzt zwei Polymorphismen, rs1873191 und
rs1873190, die sich im hohen LD befinden.

Ad 2: Insgesamt waren zwolf Polymorphismen aus acht Genen (TGFBR1, SMAD2, SMAD3,
SMAD7, BRCA2, MSH2, MSH6 und XRCC1) mit signifikanten Veranderungen der Zellvita-
litat assoziiert.

Ad 3: Das Variantenallel scheint haufiger und bei allen Behandlungsbedingungen einen zyto-
protektiven Effekt zu haben. Ausnahmen sind rs206119 des BRCA2-Gens, rs7162912 des
SMAD3-Gens und rs1873191 des SMAD7-Gens, bei denen der Wildtyp mit hdherer Zellvita-
litdt einhergeht. Dabei gilt es jedoch zu bedenken, dass die Fallzahlen der Variantenallele haufig
sehr klein sind. Einen Sonderfall stellt rs3213263 des XRCC1-Gens dar. Hier zeigte das ho-
mozygote Variantenallel einerseits bei alleiniger Gabe von anti-TGFf und bei Vorinkubation
mit anti-TGFB mit anschlieBender Bestrahlung ebenfalls einen vergleichsweise hohen zytopro-
tektiven Effekt, im Gegensatz dazu jedoch bei alleiniger Bestrahlung den starksten zytotoxi-
schen Effekt.

Ad 4: Die alleinige Bestrahlung mit 3 Gy fiihrte erwartungsgemald bei den untersuchten LCL
zu einer deutlichen Abnahme der Zellvitalitadt. Die SNP aus SMAD3, SMAD7, MSH2 und
MSH®6 wirkten sich bei alleiniger Bestrahlung mit 3 Gy modulierend auf die Zytotoxizitét aus
(vergl. Tabelle 7), jedoch lediglich mit einem p-Wert von p=0,001, was im Kontext dieser Ar-
beit statistisch als nicht signifikant zu werten ist. Betrachtet man die Wirkung einer alleinigen
Inhibition mit anti-TGFp, so zeigte sich lediglich am SNP rs3213263 aus XRCC1 ein signifi-
kanter Effekt (p=0,0002) im Sinne einer Zytoprotektion bei Tragern des Variantenallels TT.
Interessanterweise zeigten sich bei Betrachtung der Auswirkung einer Stimulation mit TGFp1
vor und nach Bestrahlung mit 3 Gy dieselben SNP als statistisch signifikante Modellpradiktoren
(p=0,0001) wie auch bei alleiniger Bestrahlung (SNP aus SMAD7, MSH2, MSH6) mit Aus-
nahme des SMAD3-SNP rs17293408.

Ad 5: Bei Vorinkubation mit TGFB1 wirkte sich die MSH2-Variante starker aus. Hier entstand

beim Wildtyp ein zusétzlich zytotoxischer Einfluss im Vergleich zur Stimulation nach Bestrah-
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lung. Die MSH6-Variante zeigte bei dieser Betrachtung einen schwécheren Einfluss. Bei Inhi-
bition durch anti-TGFp 16 h vor der Bestrahlung zeigten noch zwei der vier SNP aus den oben
genannten Genen einen relevanten Einfluss. Bei rs1800937 aus MSH6 und bei Tragern des
Wildtypallels am SNP rs1873191 aus SMAD?7 hatte die Hemmung des TGFB-Signalwegs vor

der Bestrahlung eine zytoprotektive Wirkung.

Die einzelnen Ergebnisse dieser Arbeit werden durch groéRere klinische Studien schlie3lich be-
statigt oder verworfen werden miissen, bevor man aus ihnen eine weitere Spezifizierung von
Strategien zur Behandlung einer malignen Tumorerkrankung wird ableiten kénnen. Vor allem
die Resultate mit sehr hoher bis hoher statistischer Signifikanz scheinen diesbeziiglich vielver-
sprechend zu sein; aber auch die Ergebnisse, die allenfalls einen gewissen Trend erkennen las-
sen, sollten je nach Relevanz im Rahmen der spezifischen Tumortherapie einer genaueren wis-
senschaftlichen Prifung unterzogen werden. In Zukunft wird das Verstandnis von Mdglichkei-
ten einer Therapie von malignen Erkrankungen auf genetischer Ebene weiter zunehmen. Die
Komplexitat von Regelkreisen in menschlichen Zellen und schlief3lich auch die genombedingte,
sehr hohe genetische Variabilitat bieten kiinftig ein sehr grof3es wissenschaftliches Betatigungs-
feld.
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