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1.  Einleitung

1.1 Von den Anfangen der Genetik bis in die Gegenwart

Gregor Mendel legte 1866 mit der Veroffentlichung seines Werkes ,,Versuche {iber
Pflanzenhybriden* den Grundstein fiir die heutige Genetik. Jedoch gerieten seine
Forschungsergebnisse lange Zeit in Vergessenheit. Erst Anfang des 20. Jahrhunderts wurde seine
Theorie wieder entdeckt und hielt Einzug in die damalige Wissenschaft. Die nach ihm benannten
Mendelschen Regeln, die den Vererbungsvorgang einfacher Erbgénge beschreiben, ebneten den
Weg fiir die im Jahre 1904 vorgestellte Chromosomentheorie der Vererbung von Walter Sutton und
Theodor Boveri. Sie belegt das heute in der klassischen Genetik allgemein bekannte Prinzip, dass
die Chromosomen den materiellen Tréger der Gene darstellen (Boveri 1902, Sutton 1903). Bereits
in Jahre 1878 beschrieb Walter Flemming den Prozess der Zellteilung, fur den er spater den Begriff
Mitose prégte. Zehn Jahre spater, 1888, wurde durch H.W. Waldeyer der Begriff Chromosomen
eingefuhrt (Cremer und Cremer 1988). All dies fuhrte 1906 zur Grindung des Fachgebietes der
Genetik durch William Bateson (Bateson 2002).

Es dauerte nicht lange, bis 1909 der britische Internist Archibald Garrod die Bedeutung der
Mendelschen Gesetze bei der Vererbung von Stoffwechselerkrankungen erkannte sowie zu der
Erkenntnis gelangte, dass auch nicht zu Krankheit fuhrende individuelle biochemische Unterschiede
zwischen den Individuen bestehen (Bearn 1996).

In der zweiten Halfte der 1940er Jahre entdeckten Erwin Chargaff und Kollegen die Basen Adenin,
Guanin, Thymin und Cytosin in der DNA (Vischer und Chargaff 1948). Sie bildeten die Grundlage
fiir den 1953 von Watson und Crick publizierten strukturellen Aufbau des DNA-Grundgeristes. Mit
ihrer Beschreibung der Doppelhelix-Struktur (Watson und Crick 1953) konnte nun der
Mechanismus der Transkription genauer erklart werden. Ein weiterer Schritt auf dem Weg zur
Dechiffrierung der DNA war vollbracht. In den sich anschlieRenden Jahren tberschlugen sich die
Entdeckungen in der Genetik regelrecht. 1956 verdffentlichte Joe Hin Tjio erstmalig die korrekte
Anzahl von 46 Chromosomen in einem diploiden Chromosomensatz menschlicher Zellen. Zuvor
wurde mehr als 30 Jahre lang eine Anzahl von 48 Chromosomen angenommen, jedoch konnte daftr
kein Beweis erbracht werden (Harper 2006). Dies ermdglichte nun die Erforschung numerischer
Chromosomenaberrationen wie der Trisomie 21 (Lejeune et al. 1959). 1960 wurde erstmalig das
Philadelphia-Chromosom beschrieben. 1970 gelang Jonathan Beckwith die Isolierung eines
einzelnen Gens aus E.coli. 1975 erfolgte die vollstindige DNA-Sequenzierung eines
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Bakteriophagen durch Sanger, Maxam und Gilbert (Maxam und Gilbert (1977) — um nur einige
Ereignisse zu nennen. All diese Forschungsergebnisse gipfelten im Jahre 2003 in der vollstandigen
Entschlusselung des menschlichen Genoms durch das Humangenomprojekt (Gregory at al. 2006).
Seither wurde das Genom von mehr als 1000 Individuen dekodiert (The 1000 Genomes Project
Consortium 2012).

Somit gingen die anfanglichen Anstrengungen, Gene ausfindig zu machen die z.B. fur die
Vererbung von Blutgruppenmerkmalen verantwortlich sind (von Dungern und Hirszfeld 1910),
dazu Uber, Gene zu entschlisseln die bestimmte Erkrankungen verursachen. Zusammenhénge
zwischen APOE4 bei Morbus Alzheimer (Strittmatter und Roses 1996) oder Faktor V Leiden bei
tiefer Beinvenenthrombose (Dahlbéck 1997) konnten in jungster Vergangenheit bereits aufgezeigt
werden. Bis zum Jahr 2020 sollen alle monogenen Erkrankungen in Bezug auf ihre ihnen
innewohnenden molekularen Defekte aufgeklart werden (Pfeufer und Krawczak 2013). Vor allem
DNA-Sequenzvariationen, sogenannte SNPs (single-nucleotide polymorphisms, Einzelnukleotid-

Polymorphismen) rucken dabei immer mehr in den Fokus der Untersuchungen.

1.2 Das Internationale HapMap-Projekt

Die Erforschung des Zusammenhanges zwischen SNPs als mdglichen Risikofaktor fur das
Vorhandensein oder Leiden an einer bestimmten Erkrankung hat sich das internationale HapMap-
Projekt zur Aufgabe gemacht. Dieser Zusammenschluss international tatiger Wissenschaftler und
ihrer Geldgeber aus China, Grol3britannien, Japan, Kanada, Nigeria und den Vereinigten Staaten
von Amerika (siehe auch: http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov/) hat sich zum Ziel gesetzt
Einzelnukleotid-Polymorphismen zu untersuchen, um ihren Rolle bei der Entstehung von
Erkrankungen zu entschlisseln.

Da eine positive Familienanamnese einen der gro3ten Risikofaktoren fur die Wahrscheinlichkeit, im
Laufe seines Lebens an einer bestimmten Erkrankung zu leiden, darstellt, gilt heute als
allgemeingultig und wird gerade bei Erkrankungen wie Chorea Huntington (Walker 2007) oder
Brustkrebs immer wieder deutlich (Fackenthal und Olopade 2007). Mehr als 1000 Gene, die den
GesetzmaRigkeiten der Mendelschen Regeln folgen, wurden bereits identifiziert. Dabei ist nur eine
einzige Abweichung in einem Gen im Sinne eines Polymorphismus, eines short tandem repeats 0.4.
notwendig und gleichzeitig ausreichend, um eine Erkrankung zu verursachen (The HapMap
Consortium 2005). Somit ist die Identifikation von Gendefekten durch SNPs ein logischer Schritt
um Fortschritte in der Pravention, Diagnostik und Therapie bei Erkrankungen zu erzielen und ihre
Pathologie zu verstehen. Jedoch ist nicht jede Erkrankung auf einen einzelnen Gendefekt

zurlickzufuhren wie es beispielsweise bei Porphyrie (Goerz und Merk 1985) der Fall ist. Vielmehr
2



handelt es sich oftmals um das Zusammenspiel von mehreren Genen und der Interaktion mit ihrer
Umwelt.

Als das Internationale HapMap-Projekt 2002 aus der Taufe gehoben wurde, stellte die Sanger-
Sequenzierung die Methode der Wahl bei der Sequenzierung des Genoms dar. Da dies sehr kosten-
und zeitaufwandig war und eine Genom-weite Betrachtung von Genvarianten zu diesem Zeitpunkt
die finanziellen und personellen Mittel der Arbeitsgemeinschaft gesprengt hatte, beschrankte man
sich auf die Analyse einiger vielversprechender Kandidatengene (The International HapMap
Consortium 2003). Hierbei wurden die SNPs als genetische Marker eingesetzt, um einen
Zusammenhang zwischen Genregion und Erkrankung zu finden. Dabei wird die These vertreten,
dass DNA-Sequenzvariationen auf Mutationsereignisse in einem bestimmten Gen zuriickgehen und
mit benachbarten Varianten, die sich zum Zeitpunkt der Mutation in besagtem Abschnitt befunden
haben, gekoppelt sind (siehe Kapitel 1.4).

Seither etablierte sich als neue — vor allem kosteneffizientere Methode — das next generation
sequencing (NGS). Einsparungen um das bis zu 1000fache (Pfeufer und Krawczak 2013) und die
mittlerweile Genom-weite Betrachtung der Genvarianten werden dadurch méglich.

Obwohl es keine Population gibt, die am besten fur diese Untersuchungen qualifiziert ist, hat sich
das HapMap-Konsortium auf eine bestimmte Bevoélkerungsgruppe festlegen missen. Dabei fiel die
Entscheidung auf 90 Probanden aus dem Volksstamm der Yoruba aus Nigeria, 45 nicht verwandte
Japaner aus Tokio, 45 Han-Chinesen aus Beijing und 90 Personen aus Utah, USA mit nord- und
westeuropaischen Vorfahren (The International HapMap Consortium 2003). All diesen
Populationen ist gemein, dass sie einen gemeinsamen geographischen Ursprung aufweisen und
somit Homogenitat bezuglich ihrer Haplotypen besitzen. 83 % der in der Weltbevolkerung
vorkommenden Haplotypen finden sich in den DNA-Proben, die das HapMap-Projekt erhoben hat
(Conrad et al. 2006). Dies bietet den Vorteil, dass bei einer Erkrankungshaufung in dieser
Population ein sonst seltener Polymorphismus in seiner Haufigkeitsverteilung haufiger anzutreffen
ist als in einer nicht betroffenen Kontrollgruppe. Mittels dieser Methode konnten in der
\ergangenheit bereits Gene identifiziert werden, die beispielsweise fur Zystische Fibrose (Kerem et
al. 1989) verantwortlich sind.

Gegenwartig wurden durch das HapMap-Projekt rund zehn Millionen Polymorphismen untersucht
und die Ergebnisse in einer Datenbank im Internet zur Verfiigung gestellt. Dabei beschrénkt sich die
Kooperation auf DNA-Varianten, die mit einer MAF (minor allele frequency) von >5%
vorkommen, d.h. dass das seltenere Allel in der Bevdlkerung eine Frequenz von >5 % besitzt.
Polymorphismen mit einer MAF <5 % werden derzeit nicht betrachtet, da das Aufsplren dieser

Varianten noch sehr zeit- und kostenintensiv ist. Unstrittig ist dennoch, dass auch sie einen
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wesentlichen Beitrag zur Entstehung erblich bedingter Erkrankungen leisten (The International
HapMap Consortium 2010).

1.3 Einzelnukleotid-Polymorphismen

Das menschliche Genom unterscheidet sich von Mensch zu Mensch nur in rund 0,1 % seiner
Nukleotide (Li und Sadler 1991). Dies entspricht einer Abweichung alle 1000 Basen. Bei der
uberwiegenden Anzahl dieser Abweichungen handelt es sich um Einzelnukleotid-Polymorphismen,
kurz SNPs, die rund 90 % der Variabilitdt des menschlichen Genoms ausmachen. Sie stellen eine

zumeist durch Punktmutation geanderte ) gyps NP NP SNP

Basenabfolge in  einem  bestimmten O {} {}
Chromosom 1 TTGCAAC.... GGTACCG... AACGTGG....

Abschnitt der DNA dar. Je nach Chromosom 2 TTGTAAC.... GGTGCCG.... AACGTGG....
Chromosom 3 TTGTAAC.... GGTACCG.... AACATGG....

Basenaustausch kann dabei die Information Chromosom 4 TTGAAC.... GGT CCG.... AAC-TGG...

des Codons verandert werden und in einem
) ) ) b) Haplotypen
Aminosaureaustausch  resultieren  (nicht-

SNP) od b kt bleib Haplotyp 1 ACTGCCTCAGTTAGCCCTAAGTGG

Synonymer ) oder unbemer eiben, Haplotyp 2 GTCGCTTTGGTCGACTTCGAATAG

da das Codon weiter fir die gleiche  Haplotyp 3 ATCATTCTAACCGATTCCGGGCAA
Haplotyp 4

Aminosdure codiert (synonymer SNP)
. Abbildung 1: SNPs und Haplotypen
(Ramensky et al. 2002). Kommt dieser

Aminosiureaustausch in einem codierenden a) Ausschnitt der DNA mit vier Versionen desselben

Bereich der DNA vor, Kann dies Chromosomenabschnittes. Zu sehen sind identische

. . . . DNA-Sequenzen, die an drei  Stellen einen
Auswirkungen auf die Proteinfunktion q

. ] ] Basenaustausch aufweisen, einen SNP. b) Die Summe der
haben und physiologische Defekte nach sich i ) ) )
geanderten Basenabfolgen im Chromosom bildet eine

zienen. Neben diesen coding SNPs gibt es Variante eines Haplotypen (modifiziert nach The

auch regulatory SNPs, die die Transkription International HapMap Consortium 2003, S. 790).
beeinflussen sowie structural RNA SNPs,

die die RNA-Prozessierung storen konnen. Diese konnen beispielsweise funktionslose Proteine
nach sich ziehen, wenn ein Aminosdureaustausch im Bereich einer SpleiR3stelle eine defekte mMRNA
produziert.

Ein Polymorphismus definiert sich als ein Vorkommen des selteneren Allels mit einer Haufigkeit
von >1 % in der Bevolkerung. Derzeit wird ihre Gesamtzahl auf Uber zehn Millionen geschétzt
(Reich et al. 2003). Neben SNPs gibt es noch Deletionen, Insertionen, variable tandem nucleotide

repeats, Mikrosatelliten und copy number variations.



1.4 Kopplungsungleichgewicht

Das linkage disequilibrium (LD) oder auch Kopplungsungleichgewicht beschreibt, inwieweit zwei
Allele miteinander gekoppelt sind. Zu bedenken ist dabei, dass Gene entsprechend der dritten
Mendelschen Regel normalerweise unabh&ngig voneinander vererbt werden und jedes Allel mit
50 % Wahrscheinlichkeit an die Nachkommen weitergegeben wird. Jedoch l&sst sich beobachten,
dass sich bestimmte Abschnitte in den Chromosomen deutlich seltener trennen. Dies liegt daran,

dass eine Aufspaltung wahrend der Rekombination umso unwahrscheinlicher ist, je dichter die
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Abbildung 2: Austausch von DNA durch crossing w . .
sogenannte ,hot spots“, in denen iiberproportional

over (modifiziert nach Passarge 2004, 5. 101). viele Polymorphismen vorkommen die miteinander
gekoppelt sind. Dies wird durch das crossing over in der Reduktionsteilung der Meiose bedingt.
Durch das Nebeneinanderlagern von mitterlichen und vaterlichen Chromosomen kommt es zum
Austausch von DNA-Abschnitten (Abbildung 2). Je naher sich zwei Gene dabei sind, desto kleiner
ist die Wahrscheinlichkeit flir ein crossing over genau an dieser Stelle. Die Austausch-
wahrscheinlichkeit ist also abhangig von der Distanz zwischen den beiden Genorten. Je naher sie
zusammen liegen, desto groRer ist ihr LD, da eine Trennung sehr unwahrscheinlich wird. Liegen die
Loci der Allele auf unterschiedlichen Chromosomen, besteht keine Kopplung. Im Grunde stellen
Chromosomen somit Mosaike dar die durch Mutation, Rekombination, genetischen Drift und
Selektion entstanden sind. Sie reprasentieren dabei an bestimmten Stellen die Haplotypen unserer
Vorfahren. Per definitionem besitzen zwei Gene, die sich durchschnittlich alle 100 Meiosen trennen
einen Abstand von 1 centiMorgan. Dies entspricht etwa 1 Million Basenpaaren, kann jedoch sehr

variieren (Passarge 2004).

1.5 TGFp-Signalweg und Wirkungsweise

Das Zytokin TGFB1 (transforming growth factor beta 1) ist wie auch TGFB2 und TGFB3 die alle
am gleichen Rezeptor binden, Initiator des TGFp-Signalwegs und an diversen physiologischen
zelluldren Prozessen wie Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose, Adhasion und Migration
beteiligt, aber auch an pathologischen Ereignissen wie Karzinogenese und Entziindungsreaktionen
(Massagué et al. 2000). Um sie einleiten zu konnen muss TGFB1 eine Signalkaskade ausldsen,
indem es an seinen oberflachennah gelegenen Rezeptor TGFBR2 bindet und diesen in rdumliche
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Nihe zu TGFBRI1 bringt. Aufgrund der Serin/Threonin-Kinase-Aktivitit ist es dem TGFp-
Rezeptor 2 moglich, den TGFB-Rezeptor 1 zu phosphorylieren. Anschlieend wird das Signal von
TGFBR2/1-Komplex mittels Phosphorylierung der Proteine aus der SMAD (mothers against

decapentaplegic homologs of drosophila)-Familie weitergeleitet (Bachman und Park 2005).

© TGFB1 Rezeptor
Komplex

ﬁ
TGFBR2 TGFBR1

Smad7

Co-Aktivatoren
Co-Repressoren

Transkriptionsfaktoren —
l Smad4

Zellkern

Gen

Transkription

Abbildung 3: TGFp-Signalweg (modifiziert nach Pinzani und Marra 2001, S. 403).

Die Erkennung der SMAD-Proteine durch den TGFp-Rezeptor wird durch das nahegelegene
Zinkfinger-FYVE-Domane-enthaltende Protein 9 erleichtert (Shi und Massagué 2003). Dadurch
schlielen sich SMAD2 und SMAD3 zu einem heterooligomeren Komplex mit SMAD4 zusammen.
Diese SMAD2/4-SMAD3/4-Komplexe wandern anschlieBend in den Zellkern, um dort je nach
Zellart und abhdngig von ihren beteiligten Co-Aktivatoren oder Co-Repressoren, als
Transkriptionsfaktoren zu agieren (Moustakas et al. 2001). Der SMAD-Komplex kann dabei direkt
mit geringer Affinitdt und Spezifikation an die DNA binden und dadurch mit anderen DNA-
bindenden Proteinen interagieren, um bestimmt Zielgene zur Transkriptionsregulation anzuvisieren
(Wrana 2000). Die Inhibition des TGFp-Signalwegs wird u.a. durch SMAD?7 gesteuert, indem der
TGFp-Rezeptor-Komplex kompetitiv gehemmt wird (Zhong et al. 2010). Die SMAD?7-Interaktion
fihrt mit Hilfe der E3-Ubiquitin-Ligase SMURF2 zum Rezeptorabbau, indem der
TGFB/SMAD7/SMURF2-Komplex seinerseits Richtung Proteasomen wandert, um dort zerlegt zu
werden. TGFB1 kann dabei die Transkription von SMAD?7 iber die Aktivierung von SMAD3
steuern (von Gersdorff et al. 2000).

Weiterhin kann TGFB1 iiber SMAD3 und SMAD4 einen Zellzyklusarrest am G1/S-Kontrollpunkt
initialisieren, um DNA-Reparaturen vornehmen zu lassen (Massagué und Gomis 2006). Auch kann
iiber die Hemmung von NFxB durch TGFB1 Apoptose ausgelost (Arsura et al. 2003) und durch die
Bindung der TGFp-Rezeptoren an das SHC-transforming 1-Protein die Umwandlung von
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epitheliale in mesenchymale Zellen in Gang gesetzt werden (Hayashida et al. 1999).

Die TGFpB-Superfamilie bt entschiedenen Einfluss auf die embryonalen Entwicklung von Muskeln
(Slager et al. 1993), Geféalien (Gleizes et al. 1997) und Organen aus (Mummery 2001) und steuert
wie bereits eingangs erwahnt die Differenzierung, Proliferation und Apoptose (Schmierer und Hill
2007). Daraus ergibt sich eine Vergesellschaftung des TGFpB-Signalwegs mit physiologischen
Prozessen wie Immunantwort, Regeneration, Defektreparatur und Wundheilung, aber auch
pathologischen Begebenheiten wie Uberschiefende Entziindungsreaktionen und Karzinogenese
(Weller et al. 2001). Da bekannt ist, dass TGFB1 an der Bildung extrazelluldrer Komponenten wie
Kollagen beteiligt ist, steht es in Beziehung zu vielen Erkrankungen bei denen es zu einer
Dysfunktion der Bildung extrazellularer Matrix kommt. Beispielsweise filhrt ein Uberschuss an
TGFB1 wihrend der Wundheilung zu Fibrose und Narbenbildung (Penn et al. 2012). Auch
chronische Prozesse wie die radiogene Fibrose nach Anwendung von Strahlentherapie (Hneino et
al. 2012) wurden beobachtet oder fibrotische Veranderungen in den Nieren (Lan 2011) und der
Leber (Gressner et al. 2002). Hingegen wird ein Mangel v.a. an TGFB1 bei chronischen, nicht-
heilenden Wunden beschrieben (Kim et al. 2003).

1.6 Roéntgenstrahlung und deren Folgen

1927 bewies H.J. Muller an Drosophila melanogaster die Mdglichkeit der Induktion von DNA-
Schaden durch Roéntgenstrahlung. Dadurch konnten nun Einzel- und Doppelstrangbriche durch
ionisierende Strahlen in der DNA bewusst erzeugt werden (van der Schans et al. 1983). Die damit
einhergehende genomische Instabilitdat kann u.a. zu Chromosomenaberrationen, Genmutationen,
Mikrokern-Entstehung oder gar zum Zelltod fiihren (Toyokuni et al. 2009). Daher ist es von
wesentlicher Bedeutung die genetische Integritdt durch Reparatursysteme aufrecht zu erhalten.
Dazu zdhlen v.a. leistungsféhige Mechanismen, die den Grofiteil der entstandenen Defekte
schnellstmdglich beseitigen, da es sonst zu bleibenden DNA-Schaden kommen kann.

Die natiirliche Mutationsrate liegt bei ~10® Ereignissen pro Base pro Generation und betragt bei
einem diploiden Chromosomensatz mit 6 x 10° Basenpaaren etwa 60 Defekte pro Zelle (Lynch
2010). Dagegen entstehen bei 1 Gy-Rontgenstrahlung ca. 4000 — 5000 Schéden pro Zelle,
hauptséachlich Basenschaden und Einzelstrangbriiche, aber auch Doppelstrangbriiche oder crosslinks
(DNA-Protein-Vernetzungen). Damit diese Zellen nicht in den Zelltod gehen, missen
Reparaturenzyme eingreifen. Dies geschieht mittels Zellzykluskontrolle, d.h. an entscheidenden
Punkten im Zellzyklus wie der G1 (Gap 1)- oder G2 (Gap 2)-Phase, kommt der Zellzyklus zum
Erliegen um den vorhandenen DNA-Schaden zu reparieren (Natarajan und Palitti 2008). Dabei ist

der Zeitpunkt des Arrestes von entscheidender Bedeutung, da die Zellen v.a. wéahrend der Mitose-
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und der Gz-Phase am empfindlichsten auf Strahlung reagieren, wohingegen sie in der S
(Synthese)-Phase relativ strahlenresistent sind. Kann der Fehler nicht behoben werden, kann die
Zelle die Apoptose einleiten. Dabei werden drei verschiedene Arten des Zelltods unterschieden:

Wachstums- ' Signal- p53  <«— DNA-
faktoren Rezel)tOle”%Transduktion Aktivierung Schaden

G
0\\\ andere

Gene (z.B. ATM, NBS, p 21)

lZellzyklus arretiert

Restriktions-
punkt

vor Eintritt
inS

’ variable Linge
Mltmke e 1h abhéingi?
neckpoin vom Zelltyp

Abbildung 4: Zellzyklus-Kontrollpunkte (modifiziert nach Passarge 2004, S. 95).

1.) Zelltod mit schneller Zwischenphase, wenn dieser direkt oder nur wenige Stunden nach
Bestrahlung eintritt; 2.) Zelltod mit verzogerter Zwischenphase, sofern dieser nach einem G»-Block
stattfindet und 3.) Mitose-assoziierter Zelltod, der nach einer oder mehreren Zellteilungen zu
verzeichnen ist (Endlich et al. 2000). Dabei wird die Hypothese vertreten, dass der Zelltod mit
schneller Zwischenphase durch DNA-Doppelstrangbruch-Erkennungsysteme getriggert, der Zelltod
mit verzogerter Zwischenphase von Schadigungen wéhrend der G»-Phase eingeldutet und der
Mitose-assoziierte Zelltod durch letale Chromosomenaberrationen ausgeldst wird (Radford und
Murphy 1994). Welcher Weg jedoch eingeschlagen wird, héngt von der Zellzyklusphase zum
Zeitpunkt der Bestrahlung, der Radiosensitivitdt der Zellen und von der Fraktionierung der
Strahlendosis ab sowie der Anwesenheit von Sauerstoff im Gewebe (Senn 2001) und unterliegt
interindividuellen  Unterschieden. Jedem Individuum liegt dabei eine andere zelluldre
Strahlensensibilitdt zugrunde, die beispielsweise durch Deletionen oder loss of function in

bestimmten Kandidatengenen wie BRCA2 oder p53, beeinflusst wird (Rosen et al. 1999).

1.7 Der Mikrokerntest

Bereits in den 1930er und 1940er Jahren wurden die ersten Beobachtungen bezuglich der Induktion
von Mikrokernen (MNIi) durch Rontgenstrahlung getatigt (Carlson 1938, Sax 1941). Heute nutzt
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man dieses Wissen um Chromosomenschédden auf zellularer Ebene nachzuweisen. Per definitionem
handelt es sich bei MNi um Chromosomenfragmente oder ganze Chromosomen, die von einer
eigenen Plasmamembran umgeben sind. lhre Bildung wird durch Chromosomenaberrationen
verursacht, die in der Anaphase der Mitose eine Fehlverteilung der Bruchstiicke nach sich zieht.
AnschlieBend kondensieren die zuriickgebliebenen Chromosomenstrukturen in der Interphase zu
einem oder mehreren MNi. Diese lassen sich anfarben und lichtmikroskopisch nachweisen. In der
Héamatologie ist dieses Phanomen bereits seit mehr als 100 Jahren als Howell-Jolly-Kdrperchen
bekannt, wobei urspringlich die Entstehung der Kernfragmente auf einer Fehlverteilung der
Chromosomen zuriickgefuhrt wurde (Howell 1890, Sears und Udden 2012).
Die ersten Tests, die spater zur Entwicklung des heute bekannten Mikrokerntests fuhrten, wurden
1957 an Favabohnen (Vica faba) durchgefiihrt (Neary et al. 1957). Dabei war ein Zusammenhang
zwischen induzierten DNA-Schaden und ionisierenden Strahlen zu erkennen (Neary 1959). Daraus
wurde die Idee geboren, das genotoxische Potential eines Agens mittels entstandener Mikrokerne
direkt nachzuweisen. Der Mikrokerntest erleichterte somit das Aufspiren chromosomaler Schéden
und wurde durch die Forschungsergebnisse von Heddle und Schmid in der Fachwelt endgiiltig
etabliert (Heddle 1973, Schmid 1975). Im Laufe der Zeit wurde der Test an verschiedenen Zellarten
durchgefuhrt. Dabei zeigten sich Lymphozyten als besonders geeignet, da sie leicht und schnell zu
kultivieren sind und eine hohe Empfindlichkeit besitzen (Antoine et al. 1981, Fenech und Morley
1985a, Venkatachalam et al. 1999). AuRBerdem konnte eine Korrelation von entstandenen MNi mit
Alter und Strahlendosis beobachtet werden (Fenech und Morley 1986). Mit der Einfiihrung der
Zytokinese-Block-Technik durch Fenech und Morley (Fenech und Morley 1985b, 1986), bei der
Cytochalasin B (Cyt B) die Zytokinese unterbindet — bei weiterhin bestehender Karyokinese —
gelang es eine hohere Sensitivitat zu erlangen, da diese Vorgehensweise die unterschiedliche
Kinetik der Zellteilung beriicksichtigte (Fenech 2000). Die Zugabe von Cyt B, einem
Mikrofilament-Inhibitor, zieht eine gestorte Zytoplasmaverteilung nach sich, bei der zweikernige
Zellen (BN) entstehen. Alle Zellen, die nach Exposition mit dem Agens die Mitose vollziehen,
kénnen dadurch sichtbar gemacht und ausgezéhlt werden. Somit lassen sich 60-90 % der
azentrischen Fragmente erfassen (Ramalho et al. 1988). Die Darstellung der dizentrischen
Chromosomen erfolgt in Form von Kernplasmabriicken (NPB). Sie entstehen, wenn das Chromatin
in der Anaphase der Mitose gleichzeitig an beide Zellpole gezogen wird (Abbildung 5).
AnschlieRend legt sich eine Kernmembran um das Chromatin und bildet eine Verbindung zwischen
beiden Zellkernen.
Die mitotische Aktivitat der Zellpopulation wird mittels Kernteilungsindex (NDI) wiedergegeben.
Sein Wert liegt zumeist im Bereich 1 <NDI <2 und ermdglicht die Erfassung der Zellvitalitat. Um
9



auch Apoptosen und Nekrosen mit einbeziehen zu koénnen, die vor allem bei hohen Dosen

genotoxischer Agenzien entstehen, wurde der Kernteilungszytotoxizitatsindex (NDCI) eingefiihrt.

(
2

Abbildung 5: Entstehung von NPB durch dizentrische Chromosomen.

L
R

Idealerweise werden entsprechend in der Abbildung alle Fragmente erfasst. Jedoch kdnnen nicht 100 % der
aberrierten Chromosomen mikroskopisch dargestellt werden, da bei der Formierung der Zellkerne a- und
dizentrische Fragmente vollstandig oder teilweise in die Kernmembran mit eingeschlossen und dadurch
nicht mehr sichtbar werden (modifiziert nach Vral et al. 2011, S. 14).

Die Rate an DNA-Schéaden l&sst sich jedoch nicht nur durch ionisierende Strahlen beeinflussen,
auch beispielsweise Chemotherapeutika oder Zytokine sind dazu befahigt. Daher hielten sie u.a. in
die Tumortherapie Einzug. Eines dieser Zytokine stellt TGFB1 dar, welchem in fritheren Arbeiten
bereits eine Assoziation mit DNA-Schaden nachgewiesen werden konnte (Schirmer et al. 2011).
Dabei gingen erniedrigte TGF1-Konzentrationen in lymphozytéren Zellen mit einer verringerten

DNA-Sché&digung nach ionisierender Strahlung einher.

1.8 Ziel der Arbeit

Grundlage meiner Dissertation bildeten Arbeiten aus den Abteilungen fur Klinische Pharmakologie
und fur Strahlentherapie und Radioonkologie der Universitatsmedizin Gattingen, die den Einfluss
von Genpolymorphismen auf die Zellvitalitit und auf Expressionsparameter im TGF[-Signalweg
nach TGFB1-Stimulation und Bestrahlung darlegten (Campean 2007, Janke 2009). Darauf
aufbauend konnten potentiell funktionelle Genvarianten identifiziert werden, die unter TGFB1-
Behandlung Uber einem negativen Rickkopplungsmechanismus zu einer SMAD7 mRNA-Induktion
und zu einer SMAD3-Suppression fihrten (Neumann 2012). Auch konnte ein hypofunktionaler
Polymorphismus im TGFB1-Gen nachgewiesen werden, der mit erniedrigten Plasmakonzen-
trationen von TGFB1 einherging (Schirmer et al. 2011). Um die Auswirkungen der

Expressionsédnderungen auf die DNA-Reparatur genauer quantifizieren zu koénnen, war es Ziel
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meiner Arbeit, DNA-Schaden in LCLs (lymphoblastoid cell lines, lymphoblastiode Zelllinien) nach

TGFB1-Stimulation und Bestrahlung zu ermitteln. Dabei sollten folgende Hypothesen gepriift

werden:

TGFB1 fuhrt zu einer Erhéhung der Strahlensensibilitdt in lymphozytéarer Zellen. Dazu
wurden im HapMap-Projekt vorcharakterisierte LCLs mit einer Dosis von 3 Gy bestrahlt,
mit TGFB1 vorbehandelt oder einer kombinierten Behandlung von 3 Gy-Bestrahlung und
TGFp1-Vorinkubation unterworfen. Als Endpunkt der Analyse kam der Mikrokerntest zur
Anwendung.

Polymorphismen in Genen des TGFf-Signalwegs oder in Genen, die an der DNA-Reparatur
beteiligt sind, beeinflussen die Strahlenreaktion der LCLs. Dabei wurden (ber 1750
Genpolmorphismen aus 23 Kandidatengenen betrachtet. Die Polymorphismen konnten der
Datenbank des HapMap-Projektes entnommen und mit den eigenen Analysen korreliert

werden.

11



2. Material

2.1 Puffer und Medien

Tabelle 1: Chemikalien zum Ansatz der Puffer und Medien.

Cytochalasin B von Drechslera dermatioidea

Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
Katalog-Nr. C6762-5MG
Dimethylsulfoxid _ _ o

) Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland

Artikel-Nr. D2650
Ethanol (99 %) Merck Darmstadt, Deutschland
Fetales Kalber Serum ) )

Biochrom AG | Berlin, Deutschland
Katalog-Nr. S0115
Glukose _ _ o

Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
Katalog-Nr. G7021
HEPES _ _ o

Sigma-Aldrich | Steinheim, Deutschland
Katalog-Nr. H7523-250G
Methanol (99 %)

Merck Darmstadt, Deutschland
Katalog-Nr. 106009
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO:3)

Merck Darmstadt, Deutschland
Katalog-Nr. 106329
Penicillin/Streptomycin ) )

Biochrom AG | Berlin, Deutschland
Katalog-Nr. A2213
RPMI 1640 Pulvermedium 5 | ) )

Biochrom AG | Berlin, Deutschland
Katalog-Nr. T121-05
rekombinantes humanes TGFf1 PromoCell Heidelberg, Deutschland
Artikel-Nr. C-63504 GmbH

Als Nahrmedium fiir die LCLs dient RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 Pulvermedium,
welches mit 7,13 g Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs), 11,92 g HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-

1-piperazinyl)-ethansulfonsdure) und 12,5 g Glukose versetzt wird. Anschliefend werden 25 ml

aliquotiertes Penicillin (10 000 U/ml)/Streptomycin (10 000 pg/ml) zugefiihrt. Das Medium wird

mit bidestilliertem Wasser auf finf Liter aufgeftllt und der gesamte Ansatz sterilfiltriert. Danach
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werden je 450 ml der Lésung mit 50 ml hitze-inaktiviertem FKS (fetales Kéalber Serum) versehen.
Dadurch erhalt man ein Verhaltnis RPMI:FKS = 9:1. Das FKS wurde zuvor fiir 30 Min bei 56 °C
im Wasserbad hitze-inaktiviert.

Fur die Herstellung des unter Kapitel 3.1 verwendeten Cytochalasin B-Zusatzes werden 5 mg des
Cyt B-Pulvermediums in 8,3 ml DMSO (Dimethylsulfoxid, 600 pug/ml) aufgelést. AnschlieRend
werden 75 pl dieser Losung in 10 ml RPMI dberfihrt. Dadurch ergibt sich eine Konzentration von
4,5 pg/ml Cyt B Losung.

2.2 Zellen

Bei den verwendeten Zellen handelt es sich um LCLs. Dies sind mittels Transfektion durch
Eppstein-Barr-Viren (EBV) immortalisierte B-Lymphozyten. Sie wurden vom Coriell Institute for
Medical Research, Camden, New Jersey, USA, bereitgestellt, welches die Zellen im Rahmen des
HapMap-Projektes vertreibt. Bei diesen LCLs handelt es sich um Zellen nicht verwandter Spender,
die wie im Kapitel 1.2 beschrieben aus dem Bundesstaat Utah in den USA stammen und
kaukasischen Ursprungs sind. Von den 59 ausgesuchten Zelllinien konnten ihrerseits 48 erfolgreich
angeziichtet werden.

Die 48 verwendeten Zelllinien laufen beim Coriell Institute unter folgenden ID-Nummern:
GMO06993, GMO06994, GMO07000, GMO07022, GMO07034, GMO07055, GMO07056, GMO07345,
GMO07357, GM11832, GM11839, GM11840, GM11992, GM11993, GM11994, GM12003,
GM12004, GM12005, GM12006, GM12043, GM12044, GM12056, GM12057, GM12144,
GM12145, GM12146, GM12154, GM12155; GM12156, GM12234, GM12239, GM12248,
GM12249, GM12717, GM12750, GM12751, GM12760, GM12762, GM12763, GM12812,
GM12813, GM12814, GM12815, GM12872, GM12873,GM12874, GM12891, GM12892.

2.3 Gerate

Tabelle 2: Geréte.

Canon PowerShot A640 Canon Krefeld, Deutschland

CO»-Inkubator Function Line BB16
(37°C,5% COy)

Heraeus-Christ Instrument Hanau, Deutschland

Eppendorf Research® Pipette (200 pl) | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Eppendorf Research® Pipette (1000 pl) | Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Lichtmikroskop Standard 18 Carl Zeiss Gottingen, Deutschland
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Pipetboy plus Pipettierhilfe

Integra Biosciences

Chur, Schweiz

Invertiertes Phasenkontrastmikroskop

Telaval 31 Carl Zeiss Gattingen, Deutschland
Reinstwasser-System Arium 611VF Sartorius Gottingen, Deutschland
RS225 X-Ray Box Gulmay Medical LTD Surrey, GB

Werkbank Lamin Air Heraeus-Christ Instrument | Hanau, Deutschland
Zytozentrifuge Shandon Cytospin® 4 | Thermo Fisher Scientific Inc. | Waltham, USA

2.4  Zubehor

Tabelle 3: Zubehor.

Cellstar® 15 ml PP-Test-Tubes
Katalog-Nr. 188-271

Greiner Bio-One

Frickenhausen,

Deutschland

Deckgléser fiur Haemacytometer
(20 x 26mm) Artikel-Nr. 3700000

LO Laboroptik GmbH

Lancing, GroR3britannien

Diff-Quik® Farbeset
Referenz-Nr. 130832

Medion Diagnostics AG

Dudingen, Schweiz

epT.L.P.S. Reloads, 2-200 pl

Bestell-Nr. 0030120094

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Bestell-Nr. 0030073428
epT.1.P.S. Reloads, 50-1000 pl

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland
Bestell-Nr. 0030073460
Immersionsél 518F 100 ml )

Zeiss Oberkochen, Deutschland
Bestell-Nr. 444963-0000-000
Safe-lock tubes 2,0 ml

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland

Objekttréger (76 x 26 mm)
Artikel-Nr. VA11310004FKB

Waldemar Knittel
Glasbearbeitungs- GmbH

Braunschweig,

Deutschland

Serological Pipette 10 ml in 1/10 ml
Bestell-Nr. 86.1254.001

Sarstedt

Nimbrecht, Deutschland

Serological Pipette 25 ml in 2/10 ml
Bestell-Nr. 86.1685.001

Sarstedt

Nimbrecht, Deutschland

Shandon EZ Cytofunnels® Trichter,
Produkt-Nr. A78710003

Thermo Fisher Scientific Inc.

Waltham, USA
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Shandon Filter Cards TPX

Thermo Fisher Scientific Inc. | Waltham, USA
Produkt-Nr. 5991022

Sterilfilter Filtropur L 0.2 LS

Sarstedt Nimbrecht, Deutschland
Bestell-Nr. 83.1827.001

Z&hlkammer 0,0025 mm?
Neubauer improved LO-Laboroptik GmbH
Artikel-Nr. 1110000

Friedrichsdorf,
Deutschland

Einmal-Pasteur-Pipetten 3,5 mi

Sarstedt Nimbrecht, Deutschland
Bestell-Nr. 861172
2.5 Software
Tabelle 4: Software.
OpenOffice Writer, Version 2007 Textbearbeitung
OpenOffice Calc, Version 2007 Tabellenbearbeitung
Tests, MS-DOS Anwendung mikroskopische Auszahlung, programmiert von PD
Dr. med. H. Wolff, Géttingen
Corel Photo-Paint Essentials 4 Fotobearbeitung
HaploView-Software grafischen Aufbereitung von Daten aus den

(http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview) | Genotyp-Datenbanken

SPSS Version 12.0 Darstellung von Messdaten und Testung auf

maogliche Assoziationen
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2.6 Datenbanken

Tabelle 5: Datenbanken.

dbSNP http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ | Datenbank zur genetischen Keim-
bahn-Variabilitat beim Menschen

HapMap- | http://www.hapmap.org/index.html.en Genotypen-Datenbank

Projekt http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov \ersion August 2010

HGNC http://www.genenames.org/ Informationen zu Genen, mRNA und

GeneAtlas | http://genatlas.medecine.univ- Proteinen sowie Polymorphismen

paris5.fr/google/gene.php

GeneCards | http://www.genecards.org/

OMIM http://omim.org Online Mendelian Inheritance in
Man® — Online Katalog (iber
genetische Stérungen

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ Literatur
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3 Methoden

3.1  Anzucht und Vorbereitung der LCLs

Die Anzucht der LCLs erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Klinische Pharmakologie
der Universitatsmedizin Gottingen durch M. Neumann und R. Gétze. Ihr Vorgehen wird in den
Arbeiten ,,Genetisch bedingte Variabilitdt der Expression von Genen des TGFpB-Signalwegs und
deren Bedeutung fir die Zellvitalitdt: Untersuchungen in T-Lymphozyten, immortalisierten B-
Lymphozyten und Fibroblasten“ (Neumann 2012) und in ,,Biomarker fur oxidativen Stress bei
Entzundungsreaktionen: Bedeutung von Genpolymorphismen und Genexpression der NADPH-
Oxidase unter pro- und anti-inflammatorischen Bedingungen* (G6tze 2013) genauer ausgefiihrt.

Wurde im Institut fur Klinische Pharmakologie eine ausreichende Zellzahl von 22,8 Millionen
Zellen angeziichtet, wurden fir das weitere Vorgehen in der Klinik fir Strahlentherapie und
Radioonkologie der Universitatsmedizin Gottingen zweimal zwei 600 pl Ansatze mit je 600.000
Zellen fiur jede Zelllinie separiert. Zweien dieser Ansdtze wurde zuvor TGFB1 zugesetzt, die
anderen zwei Proben blieben unbehandelt. Je ein Ansatz der TGFB1 behandelten und unbehandelten
Probe wurden nun mit 3 Gy-Rontgenstrahlungen bestrahlt. Genauere Ausfuihrungen diesbeziglich
siehe Kapitel 3.3. Somit entstanden die Behandlungsbedingungen 5 ng/ml TGFB1, 3 Gy-
Rontgenstrahlung, 5 ng/ml TGFB1 16 h vor 3 Gy-Bestrahlung und eine unbehandelte Kontrolle in
allen 48 Zelllinien. Direkt im Anschluss wurde jeder Probe 1,4 ml RPMI Nahrlésung zugesetzt, um
eine Zelldichte von 300 000 Zellen/ml zu erhalten. AbschlieBend wurde den Proben aller
Behandlungsbedingungen 15 ul Cytochalasin B beigefugt (7,5 pl/ml), bevor sie fur 28 h in einem
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubierten. Um die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse priifen
zu konnen, wurden bei 14 LCLs die Versuchsanordnungen zu einem spéteren Zeitpunkt in gleicher
Weise erneut durchgefiihrt. Daraus ergaben sich insgesamt 62 Zelllinien, von denen zwei Ansatze
aufgrund einer einmalig aufgetretenen technischen Stérung des Bestrahlungsgerétes verworfen
werden mussten. Somit lag eine Gesamtzahl von 60 LCLs vor, die im Ergebnisteil besprochen

werden.
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3.2 Vorversuche

3.2.1 Dosis-Effekt-Kurve

Bevor mit der Bestrahlung der LCLs begonnen wurde, wurde die Blutprobe eines gesunden
Spenders in vitro bestrahlt. Dabei kamen verschiedene Dosen zwischen 0 und 4 Gy zur Anwendung,
um eine Dosis-Effekt-Kurve zu erhalten (Abbildung 6). Das entstandene Verhaltnis der MNi in BN
in Abhéngigkeit zur Bestrahlung stellte sich dabei nahezu linear dar (y=0,84 +13,17x;
R =0,99341). Aufgrund des deutlichen Bestrahlungseffektes, bei erhaltener Ubersichtlichkeit und

Auszahlbarkeit des Praparates, wurde eine Dosis von 3 Gy fiir die Bestrahlung der LCLs gewadhit.

MN/BN

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

0 Gy 1 Gy

Dosis

Abbildung 6: Dosis-Effekt-Kurve (modifiziert nach Hennies 2010, S. 36).
3.2.2 Inkubationszeit

Die Zugabe von Cyt B, welches aus Schimmelpilzen
gewonnen wird, unterbindet die Zytokinese bei erhaltener : ko
Karyokinese (Carter 1967). Dies erfolgt durch 3

Blockierung der Mikrofilamentformation. Somit sorgt es |
fur eine Anreicherung von Zellkernen in Zellen, bei denen

Mitose stattgefunden hat. Nach der ersten Zellteilung sind

demnach zwei Zellkerne in einer Zelle aufzufinden. In der \ : -3
Literatur wird ein Prozentsatz von 35 —60 % an BN unter appjldung 7: Mefnige Zellen.
allen lebenden Zellen als optimal flr die Anwendung des Nach 30 h Inkubationszeit entstanden mehr
Mikrokerntests beschrieben (Fenech 2000). Dies wird als 30 % mehrkernige Zellen (Canon
zumeist nach einer Inkubationszeit von 28 h erreicht. Um PowerShot A640, 100fache VergroRerung).

die Hypothese zu Uberprifen, wurde eine Versuchsreihe mit Inkubationszeiten von 26, 28 und 30 h
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durchgefuhrt. Dabei zeigte sich, dass nach 26 h noch nicht ausreichend BN vorhanden waren. Nach
30 h lag hingegen ein zu groRer Anteil an Zellen mit zumeist drei bis vier Zellkernen vor, da bereits
die zweite mitotische Teilung vollzogen wurde (Abbildung 7). Dadurch nahmen diese Zellen einen
zu hohen Anteil an allen Zellen ein und waren bei der Auszahlung der BN hinderlich. Somit wurde

eine Inkubationszeit von 28 h wie auch in der Literatur beschrieben angewandt.

3.3 Bestrahlung der LCLs

Die Bestrahlung der LCLs wurde mit dem Rontgenstrahler Xstrahl RS225 der Firma Gulmay
Medical Ltd. (Surrey, GroRbritannien) vorgenommen. Dabei wurde eine Dosisrate von 1 Gy pro
Minute (Min) Ober einen Zeitraum von 3 Min eingesetzt. Die Gesamtdosis betrug 3 Gy, bei einer
Stromstarke von 200 KV und 15 mA Spannung. Als Filter wurde Kupfer in einer Starke von 0,5 mm
verwendet. Weiterhin wurde eine Tischhéhe von 500 mm gewéhlt, woraus sich ein Felddurchmesser
von 310 mm ergab.

Es wurden je zwei Eppendorf-Gefilie, eine TGFB1 vorbehandelte und eine unbehandelte Probe, in
der Mitte des Bestrahlungstisches platziert. Um eine gleichmaRige Dosisverteilung in allen Proben
zu erhalten, rotierte der Tisch wahrend des Bestrahlungsvorganges.

3.4 Zytozentrifuge

Die Zellen wurden nach 28 stiindiger Inkubation mittels Zytozentrifuge Shandon Cytospin® 4 der
Firma Thermo Scientific auf die Objekttrager (OT) aufgebracht. Dazu wurde die Né&hrlosung
zunachst vorsichtig resuspensiert. 500 pl der Losung wurden dann in ein Cellstar®-Réhrchen
uberfuhrt und mit 500 pl RPMI Nahrlésung vermischt. So verblieben 1,5 ml mit 300 000 Zellen/ml
und man erhielt zusétzlich 1ml mit 150000 Zellen/ml. Die zuvor mit Datum,
Behandlungsbedingung, Zellzahl und LCL Nummer beschrifteten OT wurden mit einer doppelt
gelochten Filterkarte und einem Cytofunnel® bestiickt. Aus beiden Verdiinnungen wurden nun
fiinfmal je 100 pl entnommen und in je ein Cytofunnel® iberfiihrt. Dabei handelt es sich um einen
Trichter, welcher mittels Kanal mit dem OT verbunden ist. Durch die Zentrifugalkrafte werden die
Zellen als Monolayer auf die OT Oberflache gedriickt, ohne ihre Integritdt zu verlieren. Die
Filterkarte dient dazu, das abzentrifugierte Nahrmedium aufzufangen. Die Zytozentrifuge wurde auf
1500 Umdrehungen pro Min, Uber einen Zeitraum von 5 Min bei langsamer Beschleunigung
eingestellt. Aufgrund der Abflachung der Zellen gelang eine gute Zellkern-Darstellung. Nach
Beendigung der Zentrifugation lagen fur jede Behandlungsbedingung finf OT mit je einem
30 000 Zellen Spot und einem 15 000 Zellen Spot vor.
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3.5 Anfarben der Zellen

Nach der Zentrifugation wurden die OT fir 10 Min luftgetrocknet und anschlieRend in einer mit
Methanol befllten Kuvette fur weitere 10 Min fixiert. Fir das Einfarben der Zellen wurde das Diff-
Quik® Farbeset der Firma Medion Diagnostics verwendet, eine Schnellfarbemethode, vergleichbar

mit der Giemsa-May-Grunwald Farbung.

Tabelle 6: Zusammensetzung des Diff-Quik® Farbesets.

Diff-Quik | Farbelésung | Eosin Y (1,22 g/l) in Phosphatpuffer (pH 6,6)

Konservierungsmittel: Natriumazid 0,1 % (g/v)

Diff-Quik 11 Farbelésung | Thiazin-Farbstoff (1,1 g/l) in Phosphatpuffer (pH 6,6)

Die OT wurden finfmal fur je eine Sekunde in eine Farbekiivette mit der Diff-Quik I Ldsung
getaucht. Dieser Vorgang wurde mit der Diff-Quik 1l Lésung in gleicher Weise wiederholt.
Zwischen den Eintauchvorgangen wurden die OT kurz abgetropft. Direkt danach erfolgte die
Reinigung der OT von Farbresten mittels Spilung mit bidestilliertem Wasser. Zum Schluss wurden

die OT bei Raumtemperatur getrocknet.

3.6 Der Mikrokerntest

3.6.1 Kriterien fur BN

Bevor mit der Auszéhlung der BN begonnen wird, muss definiert werden wie die Auswahl der BN
erfolgt:

e die Zelle muss zwei Zellkerne besitzen
intakte

e die zwei Zellkerne missen eine

Kernmembran aufweisen und innerhalb
desselben Zytoplasmas liegen

e die beiden Zellkerne mussen ann&hernd die

GroRe

Farbemuster

gleiche aufweisen  sowie in

(a) (b)
(c) (d)
Abbildung 8: Zweikernige Zellen.
(a) Ideale BN; (b) Zellkerne beriihren sich ohne

und Farbintensitat
Ubereinstimmen

e bei Vorhandensein einer NPB zwischen den

Zellkernen darf deren Durchmesser nicht
mehr als Y2 des grofiten Kerndurchmessers

betragen

zu (berlappen; (c) schmale NPB zwischen den
Zellkernen; (d) breite NPB (modifiziert nach
Fenech 2000, S. 85).



e die Zellkerne dirfen sich berthren, aber idealerweise nicht tberlappen (sollte es dennoch zu
einer Uberlagerung kommen, kann diese Zelle nur als zweikernige Zelle gewertet werden,
wenn die Grenzen der Zellkerne eindeutig voneinander abgrenzbar sind)

e der Zytoplasmasaum muss intakt und eindeutig von der Zellmembran der benachbarten
Zellen abzugrenzen sein

Diese Eigenschaften sind auch auf mehrkernige Zellen tbertragbar.
3.6.2 Kiriterien fur MNi

MNi sind zumeist eine direkte Folge von DNA-Schéden, verursacht durch beispielsweise
kanzerogenen Chemikalien oder Rontgenstrahlung (Natarajan und Zwanenburg 1982). Dabei kann
es u.a. zu Chromosomenverlust durch azentrische Chromosomen oder fehlgewanderte
Chromosomen, die nicht bis zu den Zellpolen gelangt sind, kommen, oder zu
Chromosomenbriichen, die bei mangelhafter Reparatur des Doppelstranges zum Verlust des DNA-
Abschnittes fuhren kdnnen (Abbildung 9). Die MNi dienen dabei als Marker fir das den
Chemikalien innewohnende genotoxische Potential oder als \orhersagewert fir die
Strahlensensibilitat von z.B. Tumoren. Sie sind wie folgt definiert:

e der Durchmesser eines MN betragt zwischen /3
und Y16 des groRten Durchmessers eines ﬂ%% O
Zellkerns — dies entspricht /o bis /256 des @_» SE S| =p[0 o

Volumens des Zellkerns Qﬁg/(ﬂ O

e MNi sind in ihrer Form rund bis oval
e MNi sind nicht lichtbrechend und daher leicht Abbildung 9: Mikrokern-Entstehung.

von Artefakten wie Farbriickstinden zu Entstehung von MNi durch

unterscheiden Chromosomenfragmente oder ganze

Chromosomen (modifiziert nach Fenech
2007, S. 1084).

e MNi sind nicht mit den Zellkernen verbunden

e MNi durfen den Zellkern beriihren, aber diesen
nicht Oberlappen; die Abgrenzung der Membran des MN und der des Zellkerns muss
maoglich sein

e MNi sollten die gleichen Farbintensitat wie der Zellkern aufweisen, kénnen aber auch
gelegentlich starker geférbt sein

3.6.3 Kriterien fur NPB

Ebenso wie die MNi sind auch NPB eindeutig definiert. Zu ihren Ausz&hlkriterien gehdren:
e NPB sind durchgangige Plasma-Verbindungen zwischen dem Kernplasma der Zellkerne

e die Breite einer NPB kann variieren, darf aber ¥4 des Durchmessers der Zellkerne nicht
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uberschreiten
e NPB sollten die gleichen Farbeigenschaften aufweisen wie die Zellkerne
e in seltenen Fallen kann es mehr als eine NPB geben
e eine BN mit NPB darf ggf. MNi enthalten
Am besten lassen sich NPB in BN nachweisen, bei der es zu keiner Beriihrung oder Uberlappung

der Zellkerne kommt.

3.6.4 Kriterien fur Apoptosen

Als Apoptose wird der programmierte Zelltod bezeichnet. Bei ihm handelt es sich um einen
physiologischen Vorgang, welcher das Gegenstick zur Proliferation darstellt und mit ihr im
Gleichgewicht steht. Dabei werden zumeist Zellen beseitigt, bei denen es zu Funktionsverlusten,
irreparablen Zellschaden oder Mutationen gekommen ist (B6hm und Schild 2003). Morphologisch

>

unterscheidet sich die Apoptose von der Nekrose durch folgende Merkmale:

e frih-apoptotische Zellen zeichnen sich durch Chromatin-
Kondensation im Zellkern aus, wobei das Zytoplasma und die
Zellgrenzen intakt bleiben

e spat-apoptotische Zellen weisen einen Zerfall in kleinere
Kernkdrperchen auf, wobei die Zellmembran intakt bleibt

e die Farbintensitat von Zellkern, Kernfragmenten und Zytoplasma ist
meist kréftiger ausgebildet als in lebenden Zellen Abbildung 10: Spat-

Bei der Apoptose werden im Gegensatz zur Nekrose die umliegenden Zellen apoptotische Zelle
nicht affektiert. Es kommt zu einer Zelleleminierung ohne (100fache

Entzindungsreaktion. \VergroéRerung).

3.6.5 Kiriterien fiir Nekrosen

Die Nekrose beschreibt den pathologischen Untergang von

Zellen. Sie wird u.a. durch den schéadigenden Einfluss von

Noxen wie Giften, Radikalen, Strahlung oder Bakterien

"‘:"f\ 3 4 % .;_A
verursacht und geht mit einer Entziindungsreaktion im &“M‘r

umliegenden Gewebe einher. Sie ldsst sich wie folgt

Abbildung 11: Nekrosen.
charakterisieren: (a)Friih-nekrotische Zelle; (b) spat-
o frih-nekrotische Zellen weisen zahlreiche Vakuolen v.a. nekrotischeZelle (100fache

im Zytoplasma, aber auch im Zellkern auf und sind VergroRerung).
durch ein blasses Zytoplasma gekennzeichnet sowie eine beginnenden Auflosung der
Zellmembran
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e spéat-nekrotische Zellen zeigen einen Zytoplasmaverlust und eine sich auflésende
Kernmembran, bei der Kernmaterial austreten kann

e die Farbintensitat von Zellkern und Zytoplasma ist zumeist geringer als in lebenden Zellen

3.7 Mikroskopische Auswertung

Die Auswertung der Objekttrager erfolgte mit dem Lichtmikroskop Standard 18 der Firma Zeiss bei
100facher VergroRerung mit Hilfe von Immersions6l. Dabei wurden bei jeder der vier
Behandlungsbedingungen (5 ng/ml TGFB1, 3 Gy-Rontgenstrahlung, 5 ng/ml TGFB1 16 h vor 3 Gy-
Bestrahlung, unbehandelte Kontrolle) aller 62 Zelllinien 1000 BN ausgezéhlt und die Anzahl der
vorkommenden MNi sowie der NPB in diesen Zellen festgehalten. Die Kriterien, die jedes
Datenblatt erfassen sollte, orientierten sich dabei an den Vorgaben von M. Fenech (Fenech 2000):

e Beschriftung des OT mit LCL-Nummer und Behandlungsbedingung

e Anzahl aller ausgezahlten BN

e Anteil der BN mit keinem, einem, zwei, drei oder mehr MNi in mind. 1000 BN

e Gesamtzahl aller MNi in den ausgezahlten BN

e Anteil der MNi an 1000 BN

e Anteil der BN mit MNi an 1000 BN

e Anzahl der BN mit NPB

e \erhdltnis von ein-, zwei-, drei- und vierkernigen Zellen in 500 lebensfahigen Zellen

e NDIund NDCI

e Anteil der Apoptosen und Nekrosen an 500 Zellen
Weiterhin wurden alle gleichzeitig vorkommenden dreikernigen und mehrkernigen Zellen (n > 3)
erfasst sowie deren Anteil an MNi und NPB.
Fur die Berechnung des Kernteilungsindex (NDI) war die Erfassung aller ein-, zwei-, drei- und
vierkernigen Zellen in 500 lebensfahigen Zellen notwendig, fir den Kernteilungszytotoxizitatsindex

(NDCI) zusatzlich die Erfassung von Apoptosen und Nekrosen in 500 Zellen.

Die Berechnung des NDI ergibt sich aus folgender Formel, wobei M1 — M4 die Anzahl der

Zellkerne und N die Anzahl der gezéhlten lebensfahigen Zellen entspricht:

(MI+2xM2+ 3xM3+4xM4)
N

NDI =
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Der NDCI l&sst sich wie der NDI aus der Anzahl der Zellkerne (M1 — M4) ermitteln sowie der Zahl
der Apoptosen und Nekrosen. Nx bezieht sich hierbei auf alle gezahlten Zellen:

(Apoptosen + Nekrosen + M1 + 2x M2 + 3 x M3 + 4 x M4)

NDCI =
Nx

Ein Beispiel wie das Datenblatt zur Erfassung aller Rohdaten aussieht, findet sich im Anhang.

3.8 Analysierte Gene

In dieser Arbeit wurden 1771 SNPs aus insgesamt 23 Kandidatengenen betrachtet. Die
Genbezeichnung entspricht indes der offiziellen Nomenklatur der NCBI-Gendatenbank
(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Die Analyse der ausgewdahlten Genpolymorphismen
umfasst den jeweiligen Genbereich inklusive der endstdndigen 10 kb (Kilobasen) der 5'- und 3'-
Region. Dabei wurden die Genotypen in der Version vom August 2010 von der HapMap-Datenbank
herunter geladen.

Betrachtet wurden alle singuldren biallelischen Positionen; dazu gehdren alle Genvarianten, bei
denen zwei Allele an einer Position vorhanden sind. Der Tabelle sind sowohl die Gesamtzahl der
Varianten als auch die Unterteilung in Transitionen, Transversionen und singuldre Allel-Deletionen

Zu entnehmen.

Tabelle 7: Untersuchte Gene mit Anzahl und Art der analysierten polymorphen Positionen.

Genname Gengrole Zahl_d_er Transitionen | Transversionen |  Deletionen
SR
Positionen

ATM 166,3 113 68 43 2
BRCAL 101,2 82 62 20 0
BRCA2 104,2 139 98 41 0
CDKN1A 30,9 58 43 15 0
ERCC2 39,2 39 23 16 0
LIG1 74,9 90 69 21 0
MLH1 77,5 55 39 16 0
MSH2 100,2 61 35 26 0
MSH6 43,9 36 23 13 0
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NBN 71,3 118 79 39 0
PRKDC 207,1 56 38 18 0
RAD50 107,7 49 37 12 0
RAD51 57 57 34 23 0
SMAD2 118,1 97 63 34 0
SMAD3 149,3 189 134 55 0
SMAD4 74,8 32 21 11 0
SMAD7 50,9 50 40 10 0
TGFB1 43 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 117 124 87 37 0

3.9 Statistik

Nachfolgend sollen die in der vorliegenden Arbeit angewandten statistischen Analysemethoden
vorgestellt werden, welche samtlich mit SPSS Version 12.0 durchgefiihrt wurden.

Daten, die zwecks einer statistischen Testung erhoben werden, kénnen unverbunden (= unabhangig)
sein, sofern sie nur in einer der untersuchten Teilmengen auftauchen oder verbunden (= abhéngig),
d.h. sie sind Bestandteil mehrerer Messungen. Dies ist fur die Wahl des richtigen Tests von grofRRer
Bedeutung. Gleiches gilt fir das Verteilungsmuster der gemessenen Variablen. Diese koénnen
entweder parametrisch (= normalverteilt) oder nicht-parametrisch sein. Entsprechend unterscheidet
man zwischen parametrischen und nicht-parametrischen Tests. Erstgenannte setzen eine
Normalverteilung bei den erhobenen Stichproben voraus und bendtigen eine ausreichend grofRRe
Stichprobenmenge von mdoglichst n>80. Jedoch sind sie nur auf Intervallskalenniveau
durchfihrbar. Nicht-parametrische Tests bedirfen keiner Voraussetzungen beziglich des
Verteilungsmusters der Daten und schlieen auch normalverteilte Messdaten mit ein. Weiterhin
konnen sie auch bei kleinen Stichprobenmengen (n < 20) angewandt werden, weisen daher jedoch
eine geringere Teststarke auf.

Um zu Uberprifen, ob fir die erhobenen Variablen meiner Analyse eine Normalverteilung vorlag,
kam der Shapiro-Wilk-Test zur Anwendung. Lag keine signifikante Abweichung von einer
Normalverteilung vor (p > 0,05), kamen parametrische Testverfahren zum Einsatz, ansonsten wurde

auf nicht-parametrische Methoden zurtickgegriffen.
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Nicht-parametrische Tests, die in meiner Auswertung zur Anwendung kamen, sind der Mann-
Whitney-U-Test und der Jonckheere-Terpstra-Trend-Test fir unverbundene und der
Rangsummentest nach Wilcoxon fur verbundene Stichproben. Zur graphischen Darstellung von
Héaufigkeitsverteilungen wurden Histogramme, Boxplots und Scatterplots erstellt.

Mit Hilfe der Korrelationsanalyse lasst sich die Art (Richtung) und die Stérke eines
Zusammenhangs zwischen zwei Variablen bestimmen. Dabei wird entsprechend des
Verteilungsmusters beim parametrischen Ansatz der Pearson'sche Korrelationskoeffizient und beim
nicht-parametrischen Ansatz der Spearman'scher Rangkorrelationskoeffizient verwendet. In meiner
Analyse der Inter-Tag-Korrelation fiir die Anzahl an NPB lagen nicht-normalverteilte Datensatze
vor, weshalb der Spearman'scher Rangkorrelationskoeffizient rho (p) zum Einsatz kam. Sein Wert
liegt zwischen -1 und +1, wobei +1 einen perfekt positiven und -1 einen perfekt negativen
Zusammenhang beschreibt. Kein Zusammenhang ist gegeben, wenn p=0. Die statistische
Signifikanz der Korrelation wird durch den p-Wert angegeben. Dargestellt wurden die Messgrofien
in einem X-Y-Scatterplot.

Die Regressionsanalyse ist die haufigste Form der Ursachen- und Wirkungsanalyse und beschreibt
den Zusammenhang zwischen zwei Variablen mit einer Regressionsgleichung. Diese l&sst sich aus
der Geraden ableiten, die die Punktwolke im Streuungsdiagramm optimal reprasentiert. Dabei kann
zwischen linearer und ordinaler Regression unterschieden werden. Der Unterschied zwischen den
beiden Analyseverfahren liegt im Skalenniveau. Wéhrend bei der linearen Regression sowohl die
abhangige als auch die erklarende Variable intervallskaliert sind, sind diese bei der ordinalen

Regression ordinalskaliert.
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4. Ergebnisse

\Von den ausgewdhlten 59 LCLs des HapMap-Kollektivs konnten 48 erfolgreich angeziichtet
werden. Von diesen wiederum wurden 14 Zelllinien als Replikate mit einigen Wochen Abstand
behandelt. An den LCLs wurden die Effekte von Rontgenstrahlung, TGFB1 und deren Kombination
(Rontgenstrahlung bei TGFB1-Vorbehandlung) auf die Entstehung von DNA-Schédden in Form von
MNi und NPB untersucht. Des Weiteren wurde in diesem Zusammenhang ein moglicher Einfluss
von Genpolymorphismen in bestimmten Kandidatengenen des TGFp-Signalwegs und DNA-
Reparaturgenen exploriert. Die verfiigbaren Genotypen in den untersuchten Zielgenen wurden aus

der HapMap-Datenbank entnommen.

4.1  Mikroskopische Auswertung der LCLs

Von den insgesamt 62 LCLs (inklusive aller Replikate) konnten alle Zelllinien unter dem
Mikroskop nach den Kriterien des Kapitels 3.6 und 3.7 ausgezéhlt werden. Jedoch mussten zwei
einfach behandelte Zelllinien vollstandig verworfen werden. Dies war durch einen einmaligen
Ausfall des Bestrahlungsgerates bedingt, wodurch die Behandlungsbedingungen 3 Gy-Bestrahlung
und TGFp1-Inkubation 16 h vor 3 Gy-Bestrahlung nicht vorlagen. AulRerdem musste eine doppelt
behandelte Zelllinie teilweise verworfen werden, da die Auszéhlung der Behandlungsbedingung
5ng/ml TGFB1 und der Kontrolle aufgrund schlechter OT-Qualitat nicht vorgenommen werden
konnte; die Behandlungsbedingungen 3 Gy-Bestrahlung und TGFB1 16 h vor 3 Gy blieben davon
jedoch unbeeinflusst. Dadurch ergab sich eine Summe von n = 60 fir die Behandlungsbedingungen
3 Gy-Bestrahlung und 5 ng/ml TGFB1 16h vor 3 Gy-Bestrahlung bzw. n =59 fir 5 ng/ml TGFp1
und die Kontrolle.

Es wurde der Effekt, den TGFB1 auf die Strahlenreaktion der Zellen ausiibte, untersucht. Der
gepaarte nicht-parametrische Rangsummentest nach Wilcoxon zeigte fir die 46 einfach behandelten
LCLs eine Signifikanz von p=0,004 fur die Erhohung der NPB-Induktion nach TGFp1-
Vorbehandlung. Zuvor war mit dem Shapiro-Wilk-Test die Verteilung der beiden zu vergleichenden
Gruppen gepriift worden. Da insbesondere beziiglich der MNi bei den mit TGFB1 vorbehandelten
Zellen eine starke Abweichung von der Normalverteilung festzustellen war (p < 0,001), kam hier
ebenfalls der nicht-parametrische Rangsummentest nach Wilcoxon zur Anwendung. Dabei bestand
eine Tendenz von p =0,08 fir eine erhdhte MNi-Induktion nach TGFB1-Vorbehandlung.

Die ermittelten p-Werte ergaben unter Einbeziehung aller 60 Messungen, die durch Wiederholungs-

messungen zur Uberpriifung der Inter-Tag-Korrelation bedingt sind, eine Signifikanz von p =0,005
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fir die NPB-Induktion nach TGFB1-Vorbehandlung und p = 0,04 fir die MNi. Dabei wurde bei

Mehrfachmessungen der Mittelwert gebildet.
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Abbildung 12: : Einfluss von TGEB1 auf MNi (links) und NPB (rechts) in mit 3 Gy bestrahlten Zellen.

Fir die LCLs ist jeweils der Quotient der Haufigkeitsverteilung mit versus ohne TGFp1-Vorinkubation bei
Bestrahlung mit 3Gy dargestellt. Dabei besagt ein Quotient von ,, 1 “ auf der x-Achse, dass kein Unterschied
durch TGFp1-Vorbehandlung bezuglich induzierter DNA-Schéden nachweisbar war, bei Werten <1
reduzierte, bei Werten >1 steigerte TGFA1 die MNi und NPB-Anzahl.

4.2 Reproduzierbarkeit der Ergebnisse

Da bekannt ist, dass die Effizienz der EBV-Transformation bei LCLs sehr heterogen ist, hat dies
Auswirkungen auf das Wachstumsverhalten und den Stoffwechsel der Zellen. Auch kommt es zu
Veranderungen wéhrend der Kultivierung einzelner Zelllinien. Dies kann sich erheblich auf die
Zellparameter auswirken. Um far die einzelnen Zelllinien konstante Faktoren wie
Genpolymorphismen sinnvoll untersuchen zu kénnen, missen funktionelle Parameter zu einem
bestimmten Grad wiederholbar messbar sein. Hierfiir wurde jeweils eine statistische Korrelation mit
einem p-Wert < 0,05 gefordert.

Um zu prufen, inwieweit sich die zytologischen Endpunkte innerhalb einer Zelllinie reproduzieren
lassen, wurde fir einige LCLs wie in Kapitel 3.1 beschrieben die gesamte Versuchsdurchfiihrung im
Abstand einiger Wochen wiederholt. Dabei gingen 13 Zelllinien in die Auswertung mit ein, da die
nicht vollstandig auswertbare Zelllinie ausgeschlossen wurde. Die Ergebnisse der mikroskopischen
Auswertung beider Messtage wurden anschlielend miteinander korreliert. In Abbildung 13 ist fur
die Behandlungsbedingungen 3 Gy sowie TGFB1 16 h vor 3 Gy-Bestrahlung die Induktion von
NPB in BN in den Wiederholungsmessungen aufgefuhrt. Dabei war eine nominale statistische

Signifikanz zu sehen.
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Abbildung 13: Inter-Tag-Korrelation fiir die Anzahl an NPB.

Links sind die Kontroll-bereinigten Daten fiir die Bestrahlung mit 3 Gy, rechts nach zusatzlicher
Vorbehandlung mit TGFB1 veranschaulicht. Durch die mikroskopische Auswertung wurden die NPB in BN
ermittelt. Jede der 13 LCLs ist als Kreis dargestellt. Auf der x-Achse sind die Messdaten fur den 1. Messtag,
auf der y-Achse flir den 2. Messtag abgebildet. Der statistische Zusammenhang wurde mit dem nicht-
parametrischen Rangkorrelationskoeffizienten rho geprift und ist in der Abbildung mit dem zugehdrigen p-
Wert angegeben.

Far alle weiteren Parameter wie NDI, NDCI, Apoptosen, Nekrosen oder MNi ergaben sich keine
statistisch signifikanten Inter-Tag-Korrelationen. Somit konzentrierten sich die nachfolgenden
Assoziationsanalysen mit den Genotypen hauptsachlich auf die NPB als Phanotypen.

Bei einigen v.a. Kklinisch relevanten Varianten wurde trotz fehlender Inter-Tag-Korrelation eine
Betrachtung des MNi-Phanotyps vorgenommen, da diese von besonderem Interesse fir die

Forschung sind.

4.3  Beeinflussung der TGFB1-Wirkung durch Genpolymorphismen

Es wurden fur die 46 LCLs alle in diesen Zellen vorkommenden SNPs in 23 Kandidatengenen auf
die Beeinflussung der Induktion von MNi bzw. NPB in BN hin analysiert. Insgesamt wurden 1771
SNPs (Tabelle 7) betrachtet. Bei den Genen handelt es sich um sieben Vertreter des TGFp-
Signalwegs sowie 16 DNA-Reparaturgene (Abbildung 14).
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Gesamtzahl der betrachteten Gene (23)

ey

Kandidatengene fiir DNA-Reparatur (16) || Gene im TGFB-Signalweg (7)
ATM, BRCA1/2, CDNK1A, ERCC2, LIG1, MLH1, MSH 2/6, TGEPL, TGEBR1/2, SMAD2/3/4/7
NBN, PRKDC, RAD 50/51, PT53, XRCC1/5 ? R S AR

Abbildung 14: Auswahl der Kandidatengene.
Bei der Untersuchung der Korrelation der veranderten Strahlensensibilitat bei \Vorliegen eines

bestimmten Polymorphismus in den LCLs konnte bei dieser explorativen Analyse in 13 Genen ein
nominal signifikanter Zusammenhang festgestellt werden. Dieser wurde allgemein mit einem
Signifikanzniveau von p < 0,01 definiert. Gab es fur einen SNP in der Literatur bereits Berichte
uber eine klinische oder funktionelle Relevanz, wurde ein p-Wert von 0,05 als ausreichend erachtet.

In den nachfolgenden Kapiteln sind die starksten Assoziationen, nach Genen geordnet, beschrieben.

43.1 BRCA1l

Das auffélligste Signal in BRCAL1-Gen zeigte die Variante rs4986852 (Pfeil in Abbildung 15). Der
Einfluss dieses SNP zeigte sich bereits bei alleiniger Bestrahlung mit 3 Gy (p=0,05,
Abbildung 16). Dort kam es im Median zu 90 NPB, sofern das Variantenallel vorlag (n = 4) und zu
64 NPB bei Vorhandensein des Wildtypallels (n = 37). Der Effekt verstarkte sich, wenn mit TGFB1
vorbehandelt wurde (p = 0,003). Dabei stieg die Zahl der NPB bei dem Variantenallel im Median
auf 104, beim Wildtypallel auf 73. Hingegen hatte die alleinige TGFB1-Behandlung keinen
signifikanten Effekt auf die Entstehung von NPB (p = 0,3). Bei diesem SNP handelt es sich um eine
missense-Mutation im Exon 11 des BRCA1-Gens, welche einen Aminosaureaustausch von Serin zu
Asparagin an Position 1040 nach sich zieht (Ser1040Asn).

Die ebenfalls in Abbildung 15 markierten SNPs rs799913 und rs8176104 stellen Intronvarianten
dar, bei denen keine Kopplung zu rs4986852 vorliegt.
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Abbildung 15: BRCA1-SNPs und ihre Assoziation zu Strahlen-induzierter Zytotoxizitat.

Jede der 82 polymorphen Positionen im BRCA1-Gen, einschlieflich der £ 10 kb flankierenden Sequenzen, ist
durch ein Symbol (siehe Legende) fur die Assoziation mit einem der drei Funktionsparameter reprasentiert.
Im oberen Bildteil ist der negative dekadische Logarithmus des p-Wertes flr die Assoziation zwischen DNA-
Schéaden in Form von NPB und entsprechender Genvariante dargestellt. Die p-Werte wurden mit dem
Jonckheere-Terpstra-Trend-Test errechnet. Das nominale statistische Signifikanzniveau von 0,05 entspricht

dabei einem Wert von 1,3 auf der y-Achse, das Niveau von 0,005 einem Wert von 2,3. Im unteren Bildteil
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befindet sich der zugehérige Kopplungsplot der Genpolymorphismen. Je dunkler eine Raute geférbt ist, desto
starker ist der genetische Kopplungsgrad zwischen den beiden betreffenden SNPs (Bild mit HaploView
Software erstellt). Die statistisch auffalligsten Genvarianten sind im oberen Bildteil durch Pfeile markiert
und beschriftet. Die beiden Teilbilder sind in den Positionen der SNP Anordnung aufeinander abgestimmt.
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Abbildung 16: Detaillierter Boxplot flr die auffélligste BRCA1-Variante.

Hier ist der Einfluss der Variante auf die Induktion von NPB veranschaulicht, wobei keine der verwendeten
Zelllinien homozygot fiir das Variantenallel war. Oben: Das Vorliegen des Variantenallels fihrt auf
Kontrollniveau (links) zu keiner vermehrten Entstehung von DNA-Schéden, bei 3 Gy hingegen verursacht
diese eine vermehrte NPB-Bildung (rechts). Unten: Ein reiner TGFf1-Effekt liegt nach Bereinigung des
Strahlungseffektes nicht vor (links). Der Strahleneffekt wird jedoch durch die Zugabe von TGFf1 verstdrkt
(rechts). Die statistische Testung erfolgte hier mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test, die

zugehorigen p-Werte sind eingetragen.
43.2 BRCA2

Insgesamt fanden sich im BRCA2-Gen zwolf Varianten mit p < 0,02 (-log10 > 1,5) (Abbildung 17).
Das Variantenallel des Polymorphismus rs9567552 ging nach 3 Gy-Bestrahlung mit einer
vermehrten Entstehung von NPB einher (p =0,01) wie Abbildung 18 zu entnehmen ist. Ein

modellierender Effekt von TGFB1 konnte in Zusammenhang mit diesem SNP nicht nachgewiesen
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werden (p=0,9 bei TGFB1-Vorbehandlung). Diese Variante liegt in der 5-UTR (untranslated
region) des BRCA2-Gens.
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Abbildung 17: Darstellung von BRCA2 entsprechend zu Abbildung 15.

Zu sehen sind alle 139 SNPs im BRCA2-Gen, einschlieBlich der + 10 kb flankierenden Sequenzen. Die p-
Werte wurden mit dem Jonckheere-Terpstra-Trend-Test errechnet.

Fir den Effekt der TGFB1-Vorbehandlung fand sich eine Assoziation von drei mit r2=1,0
gekoppelten Polymorphismen, welche alle intronisch sind. Beispielhaft dafir ist rs11571742 in
Abbildung 17 markiert. Jedoch ist fur keine dieser drei Varianten in der Literatur eine medizinische

oder funktionelle Bedeutung beschrieben.
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P=0,01 Abbildung 18: Boxplot fiir den BRCA2-SNP rs9567552.

140
@ 120 T Es ist der Einfluss des SNP auf die durch 3 Gy-
(=}
"5“00— T Bestrahlung entstandenen NPB dargestellt. Bei Vorliegen
E % —_— des Variantenallels kommt es vermehrt zu DNA-Schaden.
>, 60—
2 i J_ L Fir das Variantenallel heterozygote und homozygote
; 20 Zelllinien wurden in der statistischen Analyse
0 n=2r n=17 =2 zusammengefasst und mittels Mann-Whitney-U-Test dem
e homozygoten Wildtypallel-Status gegentiber gestellt.
4.3.3 ERCC2

Die starkste Assoziation im ERCC2-Gen zwischen Vorliegen eines Genpolymorphismus und
induzierten DNA-Schéaden fand sich fiir rs3916839. Dabei handelt es sich um eine vergleichsweise
seltene Intronvariante, fir welche nur drei der untersuchten LCLs heterozygot sind. Wie in
Abbildung 19 zu sehen, fiihrte das Vorliegen des Variantenallels sowohl zu einer vermehrten
Bildung von MNi als auch NPB, allerdings nur bei alleiniger Bestrahlung (p = 0,001 bei MNi bzw.
p=0,04 bei NPB). In an dieser Position heterozygoten Zelllinien wurden durch alleinige
Behandlung mit 3 Gy im Median fast doppelt so viele MNi und NPB induziert. Bei Zugabe von
TGFB1 nach Bereinigung des Strahleneffektes kam es zu einer Abnahme der DNA-Schaden, welche
bei den Mikrokernen besonders ausgepragt war (p = 0,0001). Wahrend sich die Induktion der MNi
durch die TGFB1-Vorbehandlung beim Wildtyp nicht &nderte, nahmen diese bei Vorliegen des
Variantenallels im Durchschnitt um 120 MNi ab.

Im ERCC2-Gen werden in der Literatur besonders zwei Genpolymorphismen, die zu
Aminosdureaustauschen fiihren, in Bezug auf ihre DNA-Reparaturleistung diskutiert. Rs1799793
(Asp312Asn) und rs13181 (Lys751GIn). Wahrend Lys751GIn keine der untersuchten
Funktionsparameter beeinflusste, konnte fiir Asp312Asn eine leicht erhdhte Rate an MNi mit
zunehmender Anzahl des T-Variantenallels festgestellt werden (entspricht Asn). Dieser Effekt wurde
durch vorherige Behandlung mit TGFB1 noch etwas verstiarkt (Abbildung 20). Vergleichbare

Effekte auf die anderen Phéanotypen, insbesondere NPB, fanden sich nicht.
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Abbildung 19: Boxplot fiir rs3916839 aus dem ERCC2-Gen.
Obere Zeile: NPB (links alleinige Bestrahlung mit 3 Gy, rechts zusatzliche Vorinkubation mit 5 ng/ml TGFp1

fir 16 h bei 37 °C), untere Zeile analog fiir MNi. Die Bewertung der statistischen Signifikanz erfolgte mit
dem Mann-Whitney-U-Test.
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Abbildung 20: MNi-Induktion in Abh&ngigkeit vom ERCC2-SNP rs1799793.

Fir den statistischen Test nach Mann-Whitney-U wurde der CC-Genotyp mit der Kombination aus CT und

TT vergl

ichen.
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434 LIG1

Beim LIG1-Gen zeigten eine Reihe von Polymorphismen Assoziationen mit der NPB-Induktion

durch alleinige Bestrahlung (Abbildung 21). Der ausgepréagteste Befund ergab sich hierbei fur

rs2386523, gefolgt von vier mit r2>0,9 gekoppelten SNPs, wovon beispielhaft rs156641 in

Abbildung 21 markiert ist. Diese vier SNPs sind mit dem erstgenannten (rs2368523) nur marginal

gekoppelt (r2 = 0,08). Bei den genannten funf Polymorphismen handelt es sich um Intronvarianten.
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Abbildung 21: Darstellung des LIG1-Gens analog zu Abbildung 15.

Es werden alle 90 SNPs des LIG1-Gens erfasst, einschlieBlich der = 10 kb flankierenden Sequenzen. Mit
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Pfeilen gekennzeichnet sind vier Varianten, auf welche im Text naher eingegangen wird. Fur die Ermittlung
der p-Werte wurde der Jonckheere-Terpstra-Trend-Test angewandt.

Weiterhin fanden sich zwei stumme Mutationen, die eine Assoziation fir einen alleinigen
Bestrahlungseffekt mit p = 0,009 fur rs20580 (Alal70Ala) bzw. p = 0,01 fiir rs20581 (Asp802Asp)
aufwiesen. Beide sind mit r2= 0,70 untereinander gekoppelt, wobei das T-Allel von rs20580 mit
dem G-Allel von rs20581 verknupft ist, woraus sich der optisch gegensétzliche Effekt in
Abbildung 22 ergibt. Dariiber hinaus besteht eine starke Kopplung von r? = 0,81 fir rs20580 bzw.
r2=0,73 fur rs20581 mit dem oberen Polymorphismus rs2386523, wahrend die genetische
Kopplung mit rs156641 deutlich geringer ist (r2 = 0,19 mit rs20580 bzw. mit r2 = 0,29 mit rs20581).
Wurden alle LIG1-SNPs mit einer Assoziation von p < 0,01 auf die Entstehung von NPB bei 3 Gy-
Bestrahlung gemeinsam in einer linearen Regressionsanalyse getestet, ergab sich als einzig
signifikanter Pradiktor rs2386523.
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Abbildung 22: Boxplots fiir die SNPs rs20580 und rs20581 aus dem LIG1-Gen.
Die angegebenen p-Werte wurden mit dem Jonckheere-Terpstra-Trend-Test ermittelt und priifen einen ko-

dominanten Alleleffekt.

435 MLH1

In einer umfassenden Metaanalyse war das Variantenallel von rs1800734 in der Promoterregion
dieses Gens lokalisiert mit Mikrosatelliten-Instabilitat bei kolorektalen Karzinomen in Verbindung
gebracht worden (Whiffin et al. 2011). Es zeigte sich eine Assoziation von NPB-Induktion bei der
TGFp1-Vorbehandlung (p = 0,05), wohingegen ein reiner Strahleneffekt nicht belegt werden konnte
(p = 0,5, Abbildung 23).
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Abbildung 23: Boxplot fir den MLH1-SNP rs1800734. Mit dem Mann-Whitney-U-Test wurde GG gegeniiber

AG + AA verglichen.
Zwei weitere Polymorphismen im MLH1-Gen waren univariant mit p < 0,05 mit der durch 3 Gy

hervorgerufenen NPB-Induktion assoziiert (rs3774332 und rs10440109, Abbildung 24). Lineare
und ordinale Regressionsanalysen mit diesen beiden Varianten lieBen lediglich einen Effekt fur

rs3774332 (p = 0,04) in Zelllinien heterozygot an dieser Position erkennen (n = 4).
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Abbildung 24: Boxplots flir die Polymorphismen rs10440109 und rs3774332 aus dem MLH1-Gen. Die
statistische Testung erfolgte nach Mann-Whitney-U.

43.6 MSHG6

Das stérkste Signal fur eine Assoziation von Bestrahlung mit der Entstehung von NPB ergab sich
fur die MSH6-Variante rs3136245 (Abbildung 25) mit einem p-Wert von 0,001, wahrend die
Vorbehandlung mit TGFB1 keinen Einfluss hatte (Abbildung 26). Bei diesem SNP handelt es sich
um eine Intronvariante im MSH6-Gen.

Bei zwei sehr eng miteinander gekoppelten Varianten (rs2020911 und rs2710163, r2 = 0,8) war die
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Rate an NPB nach 3 Gy-Bestrahlung bei Vorliegen des selteneren Variantenallels deutlich reduziert.

Dies ist beispielhaft in Abbildung 27 illustriert. Interessanterweise wurde dies durch vorherige

Behandlung mit TGFB1 praktisch vollstindig kompensiert und der vormals protektive Effekt des

Variantenallels gegentiber der Strahlenwirkung wurde aufgehoben (p =0,7). Bei diesem SNP

handelt es sich um eine Intronvariante nahe der Intro-Exon Grenze.
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Abbildung 25: MSH6-Gen entsprechend Abbildung 15.

Dargestellt sind die 36 SNPs des MSH6-Gens, einschlielRlich der + 10 kb flankierenden Sequenzen. Es wurde
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der Jonckheere-Terpstra-Trend-Test angewandt.
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Abbildung 26: NPB-Induktion durch 3 Gy-Bestrahlung bei rs3136245 aus dem MSH6-Gen.
Die statistische Prufung eines Effektes zwischen CC einerseits und CT + TT andererseits erfolgte mit dem

Mann-Whitney-U-Test.
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Abbildung 27: Modulation der NPB nach 3 Gy-Bestrahlung durch rs2020911 und Kompensation durch

TGFpI.
Die statistische Prifung wurde mit dem Jonckheere-Terpstra-Trend-Test vorgenommen, der eine ordinale

Skalierung der drei Genotyp-Konfigurationen annimmt.

4.3.7 NBN

Die stéarkste Assoziation im NBN-Gen fand sich bei der Intronvariante rs3026271 (Abbildung 28).
Hier fuhrte das heterozygote Variantenallel (n = 12) dazu, dass sich mehr NPB bildeten (im Median
70), als beim Wildtyp (n =34, im Median 57 NPB). Allerdings trifft diese Betrachtung nur flr die
alleinige Bestrahlung mit 3 Gy zu (p = 0,01). Die Zugabe von TGF1 énderte daran nichts (p = 0,3),
weshalb die Modulation der NPB-Bildung nach kombinierter Behandlung in Relation zur Kontrolle

ahnlich wie die alleinige Bestrahlung war (p = 0,02).
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Abbildung 28: Modulation der NPB durch den NBN-SNP rs3026271.

Die Darstellung zeigt links die alleinige Bestrahlung mit 3 Gy, in der Mitte den strahlen-bereinigten TGFf1-
Effekt (5 ng/ml TGFpB1 fiir 16 h bei 37 °C), rechts die kombinierte Behandlung. Beide Genotypengruppen
wurden jeweils mit dem Mann-Whitney-U-Test verglichen.

Ergdnzend sei noch vermerkt, dass eine signifikante Korrelation zwischen den Allelen von
rs3026271 und rs1063054 (Spearman rho =-0,37, p =0,004) bestand. Bis auf drei hatten alle
Zelllinien mit dem Variantenallel von rs1063054 das Wildtypallel von rs3026271. Dieser SNP wies
keinen alleinigen TGFB1-Effekt auf. TGFPB1 verstirkte hier jedoch die Strahlenwirkung signifikant
(p = 0,04), wobei das Wildtypallel deutlich strahlensensibler war.

43.8 XRCC1

Im XRCC1-Gen fand sich kein Polymorphismus, der eine Assoziation von p < 0,01 aufwies. Jedoch
finden sich in der Literatur viele Daten zur Variante rs25487, dem Aminosaureaustausch GIn399Arg
in Exon 10. Bei Vorkommen des Variantenallels dieses Polymorphismus reduzierte eine TGFp1-
Vorbehandlung die Strahlen-bedingte Induktion von NPB, besonders, wenn das Variantenallel
homozygot vorlag (Abbildung 29).

Des Weiteren war rs25487 mit rs25486, einer Intronvariante, welche nahe der Intron-Exon Grenze
zu rs25487 liegt, gekoppelt (r2 = 1,0). Dem entsprechend geht das Variantenallel von rs25486 nach
Beseitigung des Strahleneffektes unter TGFB1-Vorbehandlung ebenfalls mit einer niedrigeren
Anzahl von DNA-Schéden einher als der Wildtyp.
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Im SMAD3-Gen findet sich insbesondere im 5'-Bereich von Intron 1 ein gréierer Block an hohem
LD, welcher einer starken genetischen Kopplung entspricht (Abbildung 30). Die starksten
Assoziationen ergaben sich fiir die als ,,Cluster 1° markierten SNPs mit der Modulation der MNi-
Bildung durch TGFP1. Beispielhaft ist dies fiir rs11856909 in Abbildung 31 illustriert. Mit
demselben Phanotyp waren in abgeschwdachter Form SNPs des Clusters 2 assoziiert, die keinen
zusammenhangenden Block bilden. Da sich fur die MNi bei den Wiederholungsmessungen
innerhalb der einzelnen LCLs keine Reproduzierbarkeit herausstellte, sind die hier genannten
Assoziationen mit Genotypen zurtickhaltend zu betrachten.

Bei den durch die Wiederholungsmessungen statistisch signifikant reproduzierbaren NPB konnte
fur zwei SNPs in SMAD3 eine Assoziation mit p < 0,05 identifiziert werden. Die Variante rs893473
hatte bei der TGFB1-Vorbehandlung Auswirkungen auf die NPB-Induktion im Sinne einer
vermehrten Entstehung beim Variantenallel (p = 0,005, Abbildung 32). Fur rs12900401 erwies sich
der Wildtyp als deutlich strahlensensibler (p = 0,02).
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Abbildung 30: Assoziation von SMAD3-SNPs mit den strahlen-induzierten DNA-Schaden.

Der Darstellungsmodus ist analog zu Abbildung 15. Im oberen Bildteil werden vier Funktionsparameter
aufgeflihrt. Fir jede der 189 polymorphen Positionen im SMAD3-Gen einschliellich der + 10kb
flankierenden Sequenzen ist durch ein Symbol (siehe Legende) die Assoziation mit den vier
Funktionsparametern aufgezeigt. Dabei entspricht Cluster 1 einer Gruppe von 30 und Cluster 2 von flinf
gekoppelten SNPs. Die Pfeile kennzeichnen fir jeden Funktionsparameter die jeweils aufféalligste
Genvariante. Im unteren Bildabschnitt wird der Kopplungsplot dargestellt. Die SNPs aus Cluster 1 fallen in
den als hohes LD gekennzeichneten Bereich. Die p-Werte wurden mit dem Jonckheere-Terpstra-Trend-Test

errechnet.
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Abbildung 31: Auswirkungen der SMAD3-Variante rs11856909 auf die MNi-Entstehung.
Links sind die Daten nach 3 Gy-Bestrahlung dargestellt, rechts nach Vorbehandlung mit TGFf1 (5 ng/ml
TGFp1 fiir 16 h bei 37 °C). Die statistische Testung erfolgte mit dem Jonckheere-Terpstra-Trend-Test.
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4.3.10 SMAD4

Im SMAD4-Gen fanden sich drei Polymorphismen, die eine Assoziation zur NPB-Entstehung bei
Bestrahlung zeigten (p < 0,01). Es bestand zusétzlich eine Kopplung zwischen r2=0,88 und 1,0
zwischen diesen Varianten. Dabei handelt es sich um rs948588, rs948589 und rs17663887, wobei
Letzterer beispielhaft als Boxplot illustriert ist (Abbildung 33). Die Anwesenheit des Variantenallels
fuhrte bei alleiniger Bestrahlung zu einer verstarkten Induktion von NPB (p = 0,005). Die TGFp1-
Vorbehandlung wirkte sich hier nicht aus (p = 0,2).
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Abbildung 33: Modulation der NPB durch rs17663997 im SMAD4-Gen.
Hier wurden die Genotypen mit CT und CC zusammengefasst und auf Unterschiede zu TT mittels Mann-

Whitney-U-Test gepruft.

4.3.11 TGFBR1

Im TGFBR1-Gen fand sich keine Variante mit einer Assoziation von p <0,01. Dennoch soll an
dieser Stelle auf die Varianten rs11466445 (*6A) und rs11568785 eingegangen werden. Die *6A-
Variante ist in der Literatur vielfach beschrieben und mit rs11568785 partiell gekoppelt (r2 = 0,68).
Fur *6A fanden sich flr das Variantenallel nach Bestrahlung etwas weniger MNi als beim Wildtyp
(p = 0,04, Abbildung 34). Ohne Beeinflussung blieb die Vorinkubation mit TGFB1 (p = 0,6).
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Abbildung 34: MNi und Deletionsvariante *6A (rs11466445) im TGFBR1-Gen.

Fir die Testung mit Mann-Whitney-U wurden die Genotypen 9A/6A und *6A/*6A zusammengefasst und zu
*9A/*9A in Beziehung gesetzt.

Der mit *6A partiell gekoppelte SNP rs11568785 wirkte sich tendenziell auf die durch TGFf1-

\orinkubation veranderte Bildung von NPB aus, wobei hier die Homozygotie des A-Wildtypallels
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im Median die durch 3 Gy hervorgerufene NPB-Rate leicht erhohte (Abbildung 35).
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Abbildung 35: NPB und SNP rs11568785 im TGFBR1-Gen.

Das linke Diagramm zeigt die Beziehung zur 3 Gy-Bestrahlung, das rechte die Modulation durch TGFf1
(5 ng/ml TGEp1 fiir 16 h bei 37 °C). Die p-Werte wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test bestimmt, wobei
heterozygoter und homozygoter Status fur das Variantenallel der Homozygotie fiir das Wildtypallel

gegeniiber gestellt wurde.

4.3.12 TGFBR2

Im TGFBR2-Gen konnten vier SNPs identifiziert werden, die mit der Entstehung von NPB bei
3 Gy-Bestrahlung mit p < 0,01 assoziiert waren. Dabei betrug das LD von drei Varianten 1,0
(rs995435, rs3773636, rs1864615). Die Vierte (rs9858487) wies ein r2 = 0,16 mit den anderen drei
Polymorphismen auf. Beispielhaft sind daher die Effekte fir rs995435 und rs9858487 als Boxplots
dargestellt (Abbildung 36). Bei Vorliegen des Variantenallels von rs995435 (n = 16) entstanden im
Median 83 NPB, beim Wildtyp (n=26) nur 61 NPB (p=0,006). Aufgrund der geringen
genetischen Kopplung zu diesem SNP sind die Effekte von rs9858487 (p = 0,003) als weitgehend
unabhéngig zu betrachten. Homozygote Zelllinien lagen flr keine der beiden SNPs vor. In einem
ordinalen Regressionsmodell zeigten bezlglich der Induktion von NPB durch 3 Gy beide SNPs eine
additive Wirkung (p = 0,001).
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Abbildung 36: Effekte der TGFBR2-SNPs rs9858487 und rs995435 auf die durch 3 Gy-Bestrahlung
induzierten NPB. Die statistische Testung erfolgte bei beiden Varianten mit dem Mann-Whitney-U-Test.

4.3.13 TGFB1

\on besonderem Interesse war der in der Literatur viel beschriebene Polymorphismus rs1800469 (-

509C>T), welcher in der Promotorregion des TGFB1-Gens zu finden ist. Das Vorliegen dieses

Polymorphismus war mit einer erhéhten Bildung von MNi verbunden (Abbildung 37). Die alleinige

Bestrahlung mit 3 Gy fiihrte beim Wildtyp (n =21) zur Bildung von 188 Mikrokernen, beim

homozygoten Variantenallel (n = 6) hingegen im Median zu 241 (p = 0,03). Bezuglich der NBP

konnte kein vergleichbarer Effekt nachgewiesen werden. Bei der Vorinkubation mit exogenem

TGFp1 ist die Analyse von endogenen TGFB1-Varianten nicht sinnvoll.
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Abbildung 37: TGFB1-Variante rs18004609.

Das Vorhandensein des Variantenallels fuhrt bei
reiner Bestrahlung zu einer vermehrten MNi-
Induktion. Hier wurde der ko-dominante Alleleffekt
mittels Jonckheere-Terpstra-Trend-Test gepruft.
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5. Diskussion

Im folgenden Diskussionsteil werden die bedeutendsten und klinisch relevantesten Befunde der
Assoziationsanalysen in den LCLs beurteilt und mit entsprechenden Literaturdaten verglichen.
Dabei wird eine mdogliche Einflussnahme wvon Genpolymorphismen auf die Effekte von
Rontgenstrahlung, TGFB1 und Rontgenstrahlung bei TGFB1-Vorbehandlung exploriert. Vor allem
die genetischen Ursachen fiir das unterschiedliche Ausmal? an DNA-Schaden in Form von NPB
werden diskutiert, sowohl in bestimmten Kandidatengenen des TGFp-Signalwegs als auch in
einigen DNA-Reparaturgenen. Dadurch soll eine Einordnung meiner Ergebnisse in den Kontext der

derzeitigen Forschung zu TGFB1 erfolgen. Die Gliederung entspricht dabei dem Ergebnisteil.

5.1 BRCA1l

Das Tumorsuppressorgen BRCAL (breast cancer 1) befindet sich auf dem langen Arm von
Chromosom 17 und besitzt funf Isoforme. Es verfligt Uber 23 Exone, wobei Exon 11 von
besonderem Interesse ist, da es rund 60 % der codierenden Sequenzen des BRCA1-Gens und 55 %
aller Mutationen enthélt. Funktionell handelt es sich um ein DNA-Reparaturgen, das an der
homologen Rekombinationsreparatur von Doppelstrangbriichen beteiligt ist. Generell fuhrt eine
Mutation im BRCA1-Gen, die eine loss of function oder Deletion nach sich zieht, zu einer erhéhten
Wahrscheinlichkeit fiir die Erkrankung an einem Mamma- und/oder Ovarialkarzinom (Easton et al.
1995, Tonin et al. 1998) sowie Prostata- (Langston et al. 1996) oder Pankreaskarzinom (Al-Sukhni
et al. 2008).

Die in meiner Untersuchung aufféllige Variante rs4986852 befindet sich im Exon 11 und stellt eine
missense-Mutation dar. Dabei kommt es zum Austausch von Serin zu Asparagin an Position 1040
(Ser1040Asn) der 1863 Aminosauren umfassenden mRNA. Bei 3 Gy-Bestrahlung kam es bei
Vorliegen des Variantenallels zu einem signifikanten Anstieg an NPB im Vergleich zum Wildtyp
(p = 0,05). Die Variante war also deutlich strahlensensibler (Abbildung 16). Dieser Effekt wurde
unter Zugabe von TGFB1 sogar noch verstarkt (p = 0,003).

Da BRCAL im Zellzyklus den Kontrollpunkt G2-M mitreguliert (Wang B et al. 2009), kann das
\orliegen einer Mutation eine unzureichende Zellzykluskontrolle an diesem Punkt nach sich ziehen
(Larson et al. 1997). Des Weiteren fuhrt ionisierende Strahlung zu einem Zellzyklusarrest. Zhong et
al. konnten zeigen, dass die Konzentration von BRCAL in Brustkrebs-positiven Zellen nach
Bestrahlung erniedrigt ist (Zhong et al. 1999). Eine Inhibition der BRCA1-Expression fiihrt indes
zu einem beschleunigten Wachstum maligner Brustzellen (Thompson et al. 1995). AulRerdem gelang
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der Nachweis, dass Zellen, die das Wildtyp-BRCA1 Protein exprimierten eine erhdhte Resistenz
gegentber genotoxischen Substanzen besitzen (Zhong et al. 1999). Ein vergleichbares Bild ergab
auch meine Analyse der TGFB1 vorinkubierten Zellen. LCLs, in denen das Wildtypallel vorlag,
waren nach TGFB1-Vorbehandlung strahlenresistenter als Zellen, in denen das Variantenallel
exprimiert wurde (p = 0,003).

Eine frameshift Mutation im Exon 11, die ein verkirztes Protein entstehen lassen kann, fihrt unter
Umsténden zu einer defekten Zellzykluskontrolle am G2-M Kontrollpunkt (Dong et al. 2003). Dies
héngt damit zusammen, dass Exon 11 einen Bereich darstellt, in dem es zur Interaktion von u.a.
RAD50 und RAD51 mit BRCA1 kommt (Welcsh und King 2001). Durch einen Verlust in diesem
Bereich ist die Interaktion insuffizient und die DNA-Reparatur wird nur mangelhaft ausgefthrt. Die
Variante rs4986852 befindet sich genau in den beiden betroffenen Domanen. Welche Auswirkungen
dies aber explizit auf das Zusammenspiel der DNA-Reparaturgene untereinander hat, bleibt unklar,
da derzeit keine entsprechenden Daten vorhanden sind.

Friedman und Castilla beschrieben schon frih den seltenen SNP rs4986852 (Allelhdufigkeit unter
Kaukasiern 4,8 %), doch konnte eine Assoziation mit Mamma- und/oder Ovarialkarzinomen nicht
nachgewiesen werden (Friedman et al. 1994), zumal das Variantenallel auch in gesunden
Kontrollgruppen zu finden war (Castilla et al. 1994, Arnold et al. 2002). In der Literatur wird der
Polymorphismus auch als unclassified variant gefiihrt (Cleas 2004), d.h. dass flr diese Variante
bisher keine Assoziation beschrieben werden konnte. Savas und Ozcelik &ul3erten die Vermutung,
dass der Aminosdureaustausch Serl040Asn zu einer vermehrten oder verminderten
Phosphorylierung des BRCAL-Proteins fuhrt, konnten aber nicht beweisen, in welche Richtung der
Effekt geht (Savas und Ozcelik 2005). Dies wiederum wirde im Falle einer vermehrten
Phosphorylierung zu einer vermehrten DNA-Reparatur und umgekehrt fuhren (Chen et al. 1996).
Da bei meiner Analyse das Vorliegen des Variantenallels zu vermehrten DNA-Schaden fihrte,
konnte man die Daten als das Ergebnis einer verminderten Phosphorylierung von BRCAL und
somit einer verminderten Proteinfunktionalitdt im Sinne einer unzureichenden DNA-Reparatur
interpretieren. Sollte sich diese Hypothese bewahrheiten, konnte TGFB1 einen potentiellen
Therapieansatz darstellen. Ahnlich Platinderivaten fungierte TGFB1 in meiner Analyse als
,Radiosensitizer* und war in Kombination der alleinigen Bestrahlung in Bezug auf die
Genotoxizitat Uberlegen. Sofern bei einer malignen Entartung das Variantenallel rs4986852
nachgewiesen werden kann, konnte die Applikation von TGFBl zu einer erhdhten
Strahlensensibilitdt im tumortsen Gewebe filhren und somit einen gesteigerten Zelluntergang

verursachen.
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5.2 BRCA2

Wie auch BRCA1 gehort BRCA2 (breast cancer 2) zu den Tumorsuppressorgenen und ist an der
homologen Rekombinationsreparatur von Doppelstrangbriichen beteiligt. Es wird mittels
Phosphorylierung durch BRCA1 aktiviert und spielt ebenfalls eine wichtige Rolle bei der
Zellzykluskontrolle. Zu finden ist es auf dem langen Arm von Chromosom 13 und besitzt 27 Exone,
die in ein 3418 Aminosdauren umfassendes Protein translatiert werden. Es wurden Assoziationen von
BRCA2 Mutationen mit Mamma- und Ovarialkarzimonen beschrieben (Tonin e al. 1998), auf’erdem
mit Pankreas- (Murphy et al. 2002) und Prostatakarzinomen (Giusti et al. 2003). Weiterhin wird u.a.
eine Keimbahnmutation im BRCA2-Gen flr die Fanconi Andmie Typ D1 verantwortlich gemacht
(Wagner et al. 2004) und scheint eine Rolle bei der Entstehung von Wilms-Tumoren (Reid et al.
2005), Glioblastomen (Alter et al. 2007) und Medulloblastomen zu spielen (Reid et al. 2005).

Der SNP rs9567552 liegt intronisch im 5'-UTR und ging in meiner Untersuchung bei Vorhandensein
des Variantenallels mit einer vermehrten Entstehung von NPB unter 3 Gy-Bestrahlung einher
(Abbildung 18). Da die Introns beim SpleiBvorgang aus der mRNA herausgeschnitten werden, ist
ein Einfluss von Intronvarianten auf die Proteinfunktionalitdt umstritten, wird aber dennoch nicht
ausgeschlossen. Dies spiegelt sich auch in den verfugbaren Literaturbelegen flr rs9567552 wider.
Lediglich ein gehéuftes Vorkommen des Variantenallels bei bipolaren Stérungen wurde bisher
beschrieben (Tesli et al. 2010). Dies wird auf die Rolle von BRCA2 wahrend der Gehirnentwicklung
zurlickgefuhrt. Frappart et al. berichteten in diesem Zusammenhang tber eine gestdrte Neurogenese
und eine vermehrte Bildung von Medulloblastomen in Mé&usen, in denen BRCA2 ausgeschaltet
wurde (Frappart et al. 2007). Sie wiesen eine geringere Hirnmasse und Mikrozephalie im Vergleich
zu gesunden Mausen auf, welches sich aus einer durch BRCA2-Verlust vermehrt induzierten
Apoptose herleiten lasst. Dennoch muss BRCA2 nicht vollstandig ausgeschaltet sein, um mit einer
erhdhten Inzidenz fir Hirntumoren vergesellschaftet zu sein. Es reichen bereits Mutationen wie
Deletionen aus (Offit et al. 2003). Nichtsdestoweniger kann die gestorte Entwicklung des Gehirns
ihrerseits schwere psychiatrische Erkrankungen nach sich ziehen. Allerdings konnte dieser Beweis
fir die Variante rs9567552 nicht abschlieBend gefuihrt werden. Eventuell hat die Position der
Intronvariante nahe des 5-UTR Einfluss auf die Bindung der RNA-Polymerase wahrend der
Transkription oder der Polymorphismus modifiziert die Cap-Struktur am 5'-Ende und sorgt so fir
Instabilitdat in der mRNA. Weiterhin waére ein Einfluss auf die Promoteraktivitdt wie es bei
Polymorphismen im MLH1-Gen bereits nachgewiesen werden konnte denkbar. Jedoch lieRen meine
Ergebnisse keine Einflussnahme von TGFB1 auf die Strahlensensibilitit der LCLs in
Zusammenhang mit BRCA2 erkennen.
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5.3 ERCC2

Das auf dem langen Arm von Chromosom 19 gelegene DNA-Reparaturgen ERCC2 (excision repair
cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 2) besteht aus 23 Exonen.
Seine. mRNA translatiert fur ein 760 Aminosauren umfassendes Protein, welches an der
Transkriptionsinitiierung und der Einzelstrang Nukleotidexzisionsreparatur (NER) beteiligt ist.
ERCC2 stellt eine von zehn Untereinheiten des TFIIH (transcription factor 11 H) dar, welche sich
zum Préinitiationskomplex zusammenschliel3en (Schaeffer et al. 1994). Nach dessen Zusammenbau
ist ERCC2 im Speziellen an der Offnung des DNA-Doppelstranges beteiligt, um je nach Bedarf,
entweder die Transkription einzuleiten oder den schadhaften Bereich fir die NER freizulegen
(Moriel-Carretero und Aguilera 2010). Bei Letzterem werden u.a. durch UV-Strahlung induzierte
Thymindimere durch Herausschneiden eines ca. 30 bp umfassenden Bereichs entfernt. Bei
Vorliegen eines Defekts im ERCC2-Gen entstehen Erkrankungen wie Xeroderma pigmentosum Typ
D, Trichothiodystrophie oder das Cockayne-Syndrom (Johnson und Squires 1992).

Der bei uns mit dem starksten Signal assoziierte Polymorphismus rs3916839 zeigte bei Vorliegen
des Variantenallels unter der TGFB1-Vorbehandlung eine signifikante Reduktion der MNi-Anzahl
(p =0,0001). Dabei ging das Variantenallel bei alleiniger Bestrahlung mit einer vermehrten
Entstehung von DNA-Schéden einher (p = 0,001). Unter Zugabe von TGFB1 hingegen kam es zu
einem gegenteiligen Effekt, bei dem sich die Zahl der MNi gegeniiber dem Wildtypallel verringerte
(Abbildung 19). Somit liel sich die Anzahl der DNA-Schaden in Zellen mit Variantenallel mit Hilfe
von TGFpB1 auf das Niveau des Wildtyps absenken. Es kann davon ausgegangen werden, dass der
SNP rs3916839 selbst nicht fur den beobachteten Effekt verantwortlich ist, da bisher sowohl kein
Zusammenhang zwischen Vorliegen des Variantenallels und einer Erkrankung aufgezeigt werden
konnte als auch wie bereits bei rs9567552 im BRCA2-Gen dieser Polymorphismus intronisch
gelegen ist und eine Allelfrequenz von lediglich 3 % unter der kaukasischen Ethnizitat aufweist. Die
Position des SNP zwischen Exon 11 und Exon 12 liegt auRerhalb der katalytischen Doméne, in
einem Bereich, der gleichzeitig fir RAD3 codiert. Dieses zédhlt zwar zu den DNA-Helikasen, ihm
wird aber bisher keine grofRere Bedeutung beigemessen. RAD3, ein ERCC2-Homolog der
Saccharomyces cerevisiae Hefe (Friedberg 1992), ist funktionell fir die Auffindung und
Lokalisation von Basenschéden wahrend der NER zustandig. Zellen mit RAD3 Mangel sind jedoch
weiterhin lebensféhig und weisen ein normales Wachstum auf (Sung et al. 1988). Somit fihrt ein
Defekt voraussichtlich nicht zu einem essentiellen Funktionsverlust des ERCC2-Proteins.
Anzunehmen ist vielmehr, dass durch die Zugabe von TGFB1 vermehrt Apoptose eingeleitet wurde.

Schuster und Krieglstein konnten darlegen, dass mit zunehmender TGFB1-Konzentration auch
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vermehrt Apoptose initiiert wird (Schuster und Krieglstein 2002). Dadurch nahmen die
geschédigten Zellen wahrscheinlich nicht an der Mitose teil und erschienen anschlieBend nicht mehr
als BN mit MNi oder NPB unter dem Mikroskop. Auch ist denkbar, dass rs9567552 mit einem
anderen SNP gekoppelt ist, welcher den eigentlichen Effekt verursacht, jedoch aufgrund der
geringen Zahl an untersuchten Zelllinien in meinen Ergebnissen keine signifikante Assoziation
erkennen liel?.
Beim zweiten Polymorphismus aus dem ERCC2-Gen, rs1799793, war das Variantenallel in meiner
Analyse mit einer vermehrten MNi-Entstehung unter allen drei Behandlungsbedingungen assoziiert
(Abbildung 20). Dabei zeigte die kombinierte Behandlungsbedingung (TGFB1-Inkubation 16 h vor
3 Gy-Bestrahlung) das starkste Signal (p = 0,01). Der SNP aus Exon 10 flihrt zu einem Aminosaure-
austausch von Aspartat zu Asparagin an Position 312 (Asp312Asn). Diese Aminoséure ist ebenfalls
Bestandteil des zuvor erwahnten TFIIH sowie im RAD3-Gen enthalten. Appelbaum et al. gehen
davon aus, dass der Aminosdureaustausch die Aziditdt des Proteins und damit seine Struktur
verandern konnte (Applebaum et al. 2007). Dies wirde zu einem verdnderten Bindungsverhalten an
der DNA-Helix flihren. Jedoch wurde diese Hypothese von Lainé et al. widerlegt. Sie zeigten, dass
der Austausch, ebenfalls auBerhalb der katalytischen Doméane gelegen, keinen Einfluss auf die
Funktionalitat des TFIIH und somit die Transkription oder NER hat. Vielmehr bliebt in ihrer Studie
die Helikase Aktivitdat in vollem AusmaR erhalten und verénderte nicht wie in anderen
Untersuchungen zuvor angenommen (Qiao et al. 2002, Spitz et al. 2001) die DNA-
Reparaturleistung (Lainé et al. 2007).
In der Analyse von Seker et al. flhrte das Variantenallel von rs1799793 in LCLs bei Bestrahlung zu
einer Steigerung der Apoptoserate um das 2,5 fache (Seker et al. 2001). Dies l&sst auf eine
mangelhafte DNA-Reparatur schlieBen, wodurch die Zellen aufgrund der massiven Schadigung in
den Zelltod ubergehen. Dies deckt sich mit meinen Ergebnissen, bei denen die LCLs bei
Vorhandensein des Variantenallels ebenfalls vermehrt DNA-Schaden aufwiesen. Diese These wurde
durch eine Studie von Lunn et al. widerlegt. Dort zeigte sich keine Einflussnahme des SNP auf die
Reparaturleistung strahlen-induzierter DNA-Schéden (Lunn et al. 2000).
Dennoch ist unbestritten, dass ein Zusammenhang zwischen der Variante und bestimmten
Erkrankungen existiert. So war das Variantenallel beispielsweise mit einem erhéhten Blasen-
(Chang CH et al. 2009, Stern et al. 2009), Prostata- (Bau et al. 2000, Rybicki et al. 2004) und
Gallenblasenkarzinomrisiko assoziiert (Srivastava et al. 2010, Srivastava et al. 2011). Auch konnte
ein erhohtes Risiko fur die Entstehung von Akustikusneurinomen (Rajaraman et al. 2010), Lungen-
(Butkiewicz et al. 2001, Zhou et al. 2002, Hu et al. 2004), Mamma- (Tang et al. 2002, Justenhoven
et al. 2004) und Pankreaskarzinomen belegt werden (McWilliams et al. 2008). Joshi et al. wiesen
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eine Assoziation zwischen Variantenallel und kolorektalen Karzinomen nach (Joshi et al. 2009),
Anantharaman et al. fir Kopf/Halstumoren (Anantharaman et al. 2011).

Andere Studien erbrachten fiir das Variantenallel von rs1799793 ein verringertes Risiko fur die
Entstehung etwa von Basaliomen (Applebaum 2007), Osteosarkomen (Biason et al. 2012) und
Lungenkarzinomen (Popanda et al. 2004, Benhamou und Sarasin 2005, Chang et al. 2008). Gleiches
galt fur Nierenzell- (Lin et al. 2008) und Prostatakarzinome (Agalliu et al. 2010). Einigen
Untersuchungen konnten keine Assoziation zwischen Variantenallel und Mamma- (Han et al. 2009),
kolorektalen Karzinomen (Hansen et al. 2007, Reeves et al. 2012) und Tumoren des
Kopf/Halsbereiches (Gugatschka et al. 2011) finden.

In Therapie-assoziierten Untersuchungen ging das Variantenallel mit einer Verkirzung der
Gesamtlberlebenszeit nach Platingabe bei Lungenkarzinomen einher (Gurubhagavatula et al. 2004,
Dong et al. 2012). Dagegen erbrachte die Analyse von Chang-Claude et al. keinen Zusammenhang
zwischen Variante und kutanen Spatnebenwirkungen nach Strahlentherapie bei Mammakarzinomen
(Chang-Claude et al. 2009).

Es bleibt generell schwierig, die Ergebnisse allgemeingultig zu interpretieren, da fur rs1799793
dutzende Literaturbelege existieren, die meine Ergebnisse sowohl stitzen als auch widerlegen.
Meine Hypothese schliefit sich dem Tenor an, dass das Variantenallel zu einer vermehrten DNA-
Schadigung fiihrt, die unter Zugabe von TGFB1 sogar verstiarkt wird. Somit entstanden durch den
Einfluss ionisierender Strahlung vermehrt DNA-Addukte, die sich in einer gesteigerten MNi-
Entstehung auRerten. Ahnliches wurde bereits zuvor unter Benzo[a]pyren Stimulation beobachtet.
Auch hier stieg die Anzahl der DNA-Addukte in Abhédngigkeit zur Zahl der vorliegenden
Variantenallele (Zhao et al. 2008). Demnach besitzen bestimmte Stoffe/Strahlen ein hoheres
genotoxisches Potential bei Personen homozygot fur Asparagin an Position 312 (Variantenallel), als
bei Individuen homozygot fiir Aspartat (Wildtyp). Auch hier tibernahm TGFB1 wahrscheinlich die
Rolle des Radiosensitizers, der die Entstehung von DNA-Addukten noch verstarkte. Dadurch
konnte TGFB1 in den Fokus von Behandlungen tumordser Erkrankungen riicken, die den SNP
rs1799793 aufweisen. Gleiches konnte fir rs3916839 zutreffen, sofern sich beweisen lasst, dass der
Polymorphismus selbst fir die von uns beobachteten Effekte verantwortlich ist. Da fur beide
Varianten lediglich ein signifikanter Zusammenhang in Bezug auf die MNi-Induktion zu sehen war,

sind die Ergebnisse unter Vorbehalt zu betrachten und bediirfen einer weiteren Untersuchung.

54 LIG1

Auf dem langen Arm von Chromosom 19 befindet sich neben ERCC2 auch LIG1 (DNA ligase 1).

Es besteht aus 28 Exonen und wird bendétigt, um DNA-Bruchstiicke ATP-abhéngig miteinander zu
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verbinden. Dazu zéhlen die Okazaki-Fragmente des Folgestranges bei der DNA-Replikation und die
neusynthetisierten Fragmente nach stattgefundener NER, Basenexzisionsreparatur (BER) und
mismatch Reparatur.

Aufgrund seiner Funktion nahm man an, dass LIG1 essentiell fir das Zelluberleben ist. Jedoch
konnten Bentley et al. zeigen, dass Zellen, die einen LIG1-Mangel ausweisen, dennoch lebensfahig
sind (Bentley et al. 2002). Gleichwohl gehen Mutationen in diesem Gen mit Immundefizienz,
erhdhter Anfélligkeit gegentiber genotoxischen Agenzien und Wachstumsretardierung einher und
ahneln phanotypisch dem Bloom-Syndrom. Auch wenn biochemisch eine abweichende DNA-
Ligaseaktivitat nachgewiesen wurde, konnte man bisher keine Mutation im LIG1-Gen bei Patienten
mit Bloom-Syndrom finden (Webster et al. 1992).

Bei meiner Analyse boten die Polymorphismen rs20580 aus Exon 7 und rs20581 aus Exon 25 die
interessantesten Ergebnisse. Dabei ging das Variantenallel von rs20580 bei alleiniger Bestrahlung
mit einer vermehrten (p =0,009) und das Variantenallel von rs20581 mit einer verminderten
Entstehung von NPB einher (p = 0,01, Abbildung 22). Dies ist auf eine reziproke Kopplung des T-
Allels von rs20580 mit dem G-Allel von rs20581 mit r2 = 0,70 zurlickzufiihren. Bei beiden handelt
es sich um synonyme SNPs, d.h. dass der Basenaustausch keine Anderung der Aminoséure nach
sich zieht. Dieser findet bei rs20580 an Position 170 (Alal70Ala) und bei rs20581 an Position 802
(Asp802Asp) des 919 Aminoséuren umfassenden Proteins statt.

Bisher Ubte das Variantenallel von rs20580 auf Krankheitsentstehungen keinen Einfluss aus. Eine
Assoziation mit Gliomen wurde untersucht, konnte aber nicht nachgewiesen werden (Liu et al.
2009) und ein Zusammenhang mit der Entstehung von Lungenkarzinomen und Tumoren der oberen
Luftwege wurde ebenfalls widerlegt (Shen et al. 2002, Lee et al. 2008). Gleiches gilt fur rs20581;
auch hier fand sich keine Assoziation des Variantenallels mit Karzinomen der oberen Luftwege oder
Lungenkrebs (Chang et al. 2008, Lee et al. 2008). Diese Ergebnisse sind an sich nicht
verwunderlich, denn obwohl sich rs20581 in einem Bereich befindet, der zum Kkatalytischen
Zentrum der DNA-Ligase gehort und direkt an der ATP-abhangigen Verschmelzung der DNA-
Fragmente beteiligt ist, gilt ein Funktionsverlust aufgrund eines synonymen SNPs als
unwabhrscheinlich. Vielmehr ist anzunehmen, dass die stumme Mutation keine Konsequenzen nach
sich zieht und die beobachteten Ergebnisse in diesem Fall zufélliger Natur sind. Auch wurde bei
beiden Polymorphismen keine Einflussnahme des Variantenallels auf die Induktion genomischer
Schiden unter der TGFB1-Behandlung beobachtet.
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5.5 MLH1

MLH1 (mutL homolog of E.coli 1) gehort zu den mismatch Reparaturgenen und liegt auf dem
kurzen Arm von Chromosom 3. Es umfasst 19 Exone und kann in vier verschiedene
Proteinisoformen umgewandelt werden. Es ist bekannt, dass sich eine Mutation im codierenden
Bereich der DNA im HNPCC Typ 2 (hereditdren nicht-polypdsen Kolonkarzimom Typ 2)
(Papadopoulos et al. 1994), Muir-Torre Syndrom (Mangold et al. 2004) und Turcot-Syndrom &uf3ern
kann (Ricciardone et al. 1999). Dies ist auf die Funktion des Proteins, falsche Basenpaarungen in
der DNA wéhrend der Replikation aufzuspiiren und zu beseitigen, zurtickzufiihren (lyer et al. 2005).
Der MLH1-Polymorphismus rs1800734, auch -93G>A genannt, befindet sich in der 5'-UTR Core-
Promoterregion, 93 bp vor dem Startcodon gelegen (Ito et al. 1999). Man geht davon aus, dass
Polymorphismen in diesem Bereich Einfluss auf die MLH1-Protein Expression austiben kdnnen,
zumal bei einem nur zwei bp von rs1800734 entfernt gelegener SNP bereits eine Reduktion der
Promoteraktivitdt um bis zu 75 % nachgewiesen werden konnte (Allan et al. 2008). In meiner
Analyse war das Variantenallel mit einer vermehrten NPB-Entstehung unter TGFf1-Vorbehandlung
assoziiert (p = 0,05, Abbildung 23). Dies stitzt die Vermutung, dass auch rs1800734 die Expression
des MLH1-Proteins beeinflussen kann. Es ist anzunehmen, dass Zellen, die das Variantenallel
exprimieren, eine geringere Proteinexpression besitzen und die DNA-Reparaturleistung
herabgesetzt ist. Studien belegen diese Hypothese. Demnach gilt -93G>A als Risikoallel fiir die
Entstehung kolorektaler Karzinome (Raptis et al. 2007, Allan et al. 2008). Dies ist auf eine
gesteigerte DNA-Methylierung zurlick zu fiihren, die ihrerseits ein Ablesen des DNA-Stranges
wahrend der Transkription verhindert und somit eine verminderte Proteinsynthese nach sich zieht
(Herman et al. 1998). Vor allem ist dieses Phanomen in Gberwiegendem Malie bei Patienten mit
Endometriums- und  Kolonkarzinomen zu beobachten (Chen et al. 2007), die
Mikrosatelliteninstabilitat aufweisen (Raptis et al. 2007, Campbell et al. 2009). Weitere Studien
zeigten ein erhohtes Risiko flr die Entstehung von Lungenkarzinomen (Park et al. 2004, Lo et al.
2011) sowie Zweittumoren nach Chemotherapie (Worrillow et al. 2008). Auch hier rickt die
Methylierung der DNA in den Vordergrund. Worrillow et al. legten dar, dass die Verwendung
methylierender Chemotherapeutika wie etwa Procarbazin (Natulan®) bei Patienten mit Hodgkin
Lymphomen zu einer vermehrten Bildung von Mammakarzinomen und t-AML (therapiebedingte
Akute Myeloische Leukédmie) als eine Form der Spatnebenwirkung fuhrt. Dies wird durch das
Anhéngen eines Methlyrestes an das Sauerstoffatom v.a. an Guanin bewirkt. Dieser Prozess wird
allgemein als zytotoxisch und mutagen eingestuft (Loveless 1969), da das 6 - O - Methylguanin,

sofern es bei der mismatch-Reparatur als Vorlage dient, zu einer Basenfehlreparatur fiihren kann.
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Normalerweise wird in intakten Zellen daraufhin der Zelltod eingeleitet. Bei einem
Funktionsverlust von MLH1 hingegen, tolerieren die Zellen die Basenfehlpaarung und bleiben vital
(Griffin et al. 1994). Somit kénnen sich in diesen Zellen DNA-Schaden in vermehrten Ausmalf3
anreichern und zu einer Entartung fuihren. Weiterhin wird der Polymorphismus rs1800734 mit NMD
(nonsense-mediated mRNA decay) in Verbindung gebracht (Santibanez Koref et al. 2010). Dabei
handelt es sich um einen durch nonsense Mutationen in der mMRNA vermittelten
Kontrollmechanismus, der zu einem vorzeitigen Abbruch der Proteinsynthese fuhrt und die
Expression verkirzter und funktionseingeschrankter Proteine verhindern kann. Santibanez Koref et
al. konnten eine, wenn auch schwache Assoziation zwischen dem Variantenallel und NMD
nachweisen. Dementsprechend wird es als Cis-Element eingestuft, welches entsprechend eines
Silencers einen Synthesestopp einleiten und zu einer verringerten Proteinexpression fuhren kann
(Chen et al. 2007, Santibanez Koref et al. 2010).

Wie bereits beit BRCA1 und ERCC2 fiihrte auch hier die Zugabe von TGFB1 zu einer vermehrten
DNA-Schiadigung, sofern das Variantenallel vorlag. Ob TGFB1 dabei Einfluss auf die
Promotoraktivitdt nimmt und diese herunter regelt oder zu einem vorzeitigen Synthesestopp fihrt,
ist nicht geklart. Dennoch kdnnte es in Zusammenhang mit rs1800734 abermals als Radiosensitizer
eingesetzt werden. Sollten sich jedoch die Ergebnisse von Griffin et al. bestdtigen, dass ein
Funktionsverlust von MLH1 nicht mit dem Zelltod einhergeht, ware in diesem Fall die Zugabe von
TGFp1 nicht angebracht.

5.6 MSH6

MSH6 (mutS homolog of E.coli 6) ist wie auch MLH1 ein mismatch Reparaturgen. Es befindet sich
auf dem kurzen Arm von Chromosom 2 und besteht aus zehn Exonen, die in zwei Proteinisoformen
translatiert werden konnen. Das 1360 Aminoséuren umfassende Protein bildet mit MSH2 einen
Heterodimer, der fehlerhafte Basenpaarungen von bis zu zwei bp Lénge aufsplrt und mittels
ATPase Aktivitat beseitigt (Gradia et al. 1997). Ein Defekt im MSH6-Gen wird u.a. fur HNPCC Typ
5 (Wijnen et al. 1999), das Turcot-Syndrom (Auclair et al. 2007) und familiare
Endometriumskarzinome verantwortlich gemacht (Risinger et al. 1996)

Die drei auffalligsten Polymorphismen rs3136245, rs2020911 und rs2710163 waren bei Vorliegen
des Variantenallels bei 3 Gy-Bestrahlung jeweils mit einer Reduktion der NPB-Anzahl assoziiert
(p=0,001, p=0,009 und p=0,005). Das Variantenallel war somit strahlenresistenter
(Abbildung 26 fur rs3136245, Abbildung 27 fur rs2020911). Unter Zugabe von TGFB1 hingegen
anderte sich dieses Resultat nach Bereinigung des Strahleneffektes bei allen drei SNPs. Bei

rs202911 und rs2710163 entstanden bei Vorliegen des Variantenallels mehr DNA-Schéden als beim
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Wildtyp (p =0,005 und p =0,004). Hier konnte eine Umkehr der Strahlensensibilitat beobachtet
werden. Bei 13136245 ermoglichte die TGFB1-Zugabe eine Aufhebung der vorherigen
Strahlenresistenz beim Variantenallel und fuhrte zu einer Angleichung der Zahl der DNA-Schéden
auf Wildtypniveau.

Alle drei SNPs sind intronisch gelegen und in der Literatur kaum beschrieben. Fir das
Variantenallel von rs3136245 konnte sowohl ein protektiver Effekt in Bezug auf das Risiko fur die
Erkrankung an einem Ovarialkarzinom nachgewiesen werden (Song et al. 2006) als auch eine
Assoziation mit einer erhdhten Gefahr fur dessen Entstehung (Schildkraut et al. 2010). Letztere
Studie untersuchte ebenfalls den Zusammenhang zwischen rs2020911 und Ovarialkarzinomen,
konnte jedoch keine Assoziation feststellen. Aufgrund seiner Lokalisation nahe der Exon-Intron-
Grenze, ware ein Einfluss von rs202911 auf die MSH6-Proteinfunktionalitdt moglich, konnte aber
bisher nicht bewiesen werden. Fir den Polymorphismus rs2710163 liegt derzeit keine Literatur vor.
Genaugenommen befindet sich dieser SNP nahe des 3'-UTR von FBXO11 (F-box only protein 11),
einem Protein, das bei Patienten mit Vitiligo verringert ist (Le Poole et al. 2001). Dieser Bereich ist
komplementar zum 3'-UTR von MSHG6. Le Poole et al. vermuten, dass FBXO11 die MSH6-
Proteinexpression beeinflussen kann, da er aufzeigen konnte, dass Vitiligo-Patienten mit FBXO11-
Mangel ebenfalls einen MSH6-Mangel aufweisen.

Die Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die drei Variantenallele mit einer erh6hten DNA-
Reparaturleistung einhergehen. Die gegeniiber dem Wildtyp erhohte Strahlenresistenz konnte in
meiner Analyse durch TGFB1 aufgehoben bzw. umgekehrt werden. Die dafiir verantwortlichen
Mechanismen sind bisher unbekannt. Jedoch ertffnet sich dadurch die Maoglichkeit, fir
Tumorerkrankungen, die eine Assoziation mit den oben genannten Polymorphismen aufweisen,
neue Therapieoptionen zu erschlieBen. Eine mit TGFB1 durchgefiihrte konkomitante
Radiochemotherapie, bei der TGFP1 (sub)letale Strahlenschiden durch eine zusitzliche

medikamenttse Hemmung der DNA-Reparatur steigert, ware denkbar.

5.7 NBN

NBN (nibrin) ist Bestandteil des an der Reparatur von Doppelstrangbriichen beteiligten
MRE11/RAD50-Komplexes. Es wird auch alternativ als p95 oder NBS1 (nijmegen breakage
syndrome 1) bezeichnet und befindet sich auf dem langen Arm von Chromosom 8. Es besteht aus 16
Exonen und wird in ein 754 Aminosduren langes Protein umgeschrieben. Funktionell wirkt es an
der homologen Rekombination mit, welche nach Exposition gegentber ionisierenden Strahlen oder
wéhrend der DNA-Replikation notwendig werden kann (Tauchi et al. 2002) und ist am Aufspuren

von DNA-Schdden am Gi:-S Zellzykluskontrollpunkt involviert. Weiterhin dient es der
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Aufrechterhaltung der Telomere (Lombard und Guarente 2000). Defekte im NBN-Gen wurden
bisher bei der ALL (Akute Lymphoblastische Leukamie) (Varon et al. 2001) und im Nijmegen-
Breakage Syndrom gefunden (Varon et al. 1998).
Beim Polymorphismus rs1063054 zeigte das Wildtypallel unter der Behandlungsbedingung TGFp1-
Inkubation 16 h vor 3 Gy-Bestrahlung eine signifikant erhéhte Strahlensensibilitat (ohne Abbildung,
p = 0,04). Das Variantenallel wies indes weniger NPB auf. Dem SNP, im 3'-UTR des NBN-Gens
lokalisiert, wurde in der Literatur bereits eine Assoziation mit Leber- und Lungen- (Park et al. 2010)
sowie Mammakarzinomen nachgesagt (Sehl et al. 2009), sofern das Variantenallel vorlag.
Davon ausgehend, dass das 3'-UTR fiur die Stabilitdt der mRNA verantwortlich ist und eine
Bindestelle fur microRNA darstellt (Arnold et al. 2010), kann eine Alteration in diesem Bereich
abnorme oder verkurzte Proteine entstehen lassen. Dies geschieht beispielsweise durch den Verlust
oder die Schaffung neuer microRNA-Bindestellen (Yang et al. 2012), die ihrerseits Einfluss auf die
posttranslationale Modulation der mRNA und somit Proteinexpression austiben (Jiang et al. 2010).
Daraus kann im Falle von NBN ein verandertes Verhalten bei der homologen Rekombination
resultieren, welches wiederum eine fehlerhafte Reparatur nach sich ziehen kann. Bezogen auf meine
Ergebnisse zu rs1063054 misste das Wildtypallel eine Destabilisierung der mRNA auslésen, die zu
einem Zerfall oder einer Verkirzung der mRNA oder des Proteins fiihrt und somit einen
Funktionsverlust von NBN verursacht. Auch ware die Schaffung einer Bindestelle durch das
Variantenallel zur Stabilisierung der mRNA denkbar, wodurch besonders funktionsféahige Proteine
hoherer Reparaturleistung entstehen. Meine Ergebnisse zu rs1063054 gehen jedoch nicht mit der
derzeitigen Literatur konform, die ein umgekehrtes Verhalten annehmen. Dies kann durch ein zu
geringes Kollektiv bedingt oder durch den Einfluss anderer Genvarianten verursacht sein, die mit
dem SNP gekoppelt sind und dadurch den eigentlichen Effekt berlagern. Sollten sich meine
Ergebnisse durch weitere Studien jedoch bestatigen lassen, wére eine Applikation von TGFf1 in das
den Tumor umgebende gesunde Gewebe denkbar. Aufgrund der hoéheren Strahlenresistenz bei
Vorliegen des Variantenallels unter der Behandlungsbedingung TGFB1-Induktion 16 h vor 3 Gy-
Bestrahlung wirde im \ergleich zum Wildtyp ein besserer Schutz der gesunden Zellen im
Bestrahlungsfeld vor den Auswirkungen einer Radiotherapie ermdglicht werden.
Der zweite Polymorphismus, rs3026271, zeigte eine signifikante Korrelation mit rs1063054
(Spearman rho =-0,37, p=0,004). Bis auf drei Zelllinien hatten alle Probanden mit dem
Variantenallel von rs1063054 das Wildtypallel von rs3026271. Im Gegensatz zu rs1063054 war hier
das Variantenallel deutlich strahlensensibler (Abbildung 28), zeigte aber keine verénderte
Strahlensensibilitdt unter der TGFp1-Behandlung. Der SNP, intronisch gelegen, wurde bisher
lediglich auf eine mdgliche Assoziation mit Mammakarzinomen untersucht. Es konnte aber kein
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Zusammenhang zwischen Vorliegen des Variantenallels und einem erhéhten Erkrankungsrisiko

nachgewiesen werden (Desjardins et al. 2009).

5.8 XRCC1

XRCCL1 (X-ray repair cross-complementing defective repair in chinese hamster cells 1) liegt auf
dem langen Arm von Chromosom 19 und besteht aus 17 Exonen. Diese codieren fir ein 633
Aminosduren langes Protein, das an der BER (Cuneo und London 2010) und der NER beteiligt ist
(Moser et al. 2007). Weiterhin nimmt XRCC1 an der Reparatur von Einzelstrangbriichen teil,
welche u.a. durch ionisierende Strahlen oder alkylierende Agenzien entstanden sind (Whitehouse et
al. 2001). Dazu bildet es mit LIG3 (DNA ligase 3), PARP (poly (ADP-ribose) polymerase) und
POLP (DNA polymerase beta) einen Komplex (Abdel-Rahman und El-Zein 2000). Derzeit werden
Defekte im XRCC1-Gen u.a. mit Zervix- (Mei et al. 2014), Mamma-, Kolon-, Prostata- und
Lungenkarzinomen (Karahalil et al. 2012) in Verbindung gebracht.

In meiner Analyse fiihrte der Polymorphismus rs25487 aus Exon 10 bei alleiniger Bestrahlung mit
3 Gy zu keinen Unterschieden zwischen Wildtyp- und Variantenallel bezuglich der NPB-Induktion.
Der SNP sorgte jedoch beim Variantenallel unter Zugabe von TGFB1 16 h vor Bestrahlung mit 3 Gy
fir eine \erringerung der NPB-Anzahl (Abbildung 29, p=0,02) und machte die LCLs
strahlenresistenter.

Dem SNP, einer missense-Mutation an Position 399, bei der es zu einem Austausch von Arginin
gegen Glutamin kommt (Arg399GIn), wird nachgesagt, bei Vorhandensein des Variantenallels unter
ionisierender Strahlung zu einer fehlerhaften BER zu fiihren und die Zahl an Deletionen und
Chromosomenaberrationen in Zellen, die das Variantenallel exprimieren, zu erhéhen (Au et al.
2003). Auch weisen Individuen, die das Glutamin (Variantenallel) anstelle von Arginin (Wildtyp)
exprimieren, vermehrt DNA-Schadigungen in Form von erhohten Schwester-Chromatid Austausch
nach Bestrahlung auf (Duell et al. 2000). Dies lasst auf eine inadéquate Reparatur oder eine erhdhte
Sensibilitat gegendber ionisierenden Strahlen schlieen (van der Straaten et al. 2006). Lunn et al.
zeigten, dass der Polymorphismus mit erhohten Aflatoxin-B:-DNA-Addukten assoziiert ist und
betroffene Zellen mehr Glycophorin-A-Mutationen aufweisen und begriinden dies ebenfalls mit
einer durch den Aminosaureaustausch bedingten, verringerten DNA-Reparaturleistung (Lunn et al.
1999).

Da der Polymorphismus aufgrund seiner Position Bestandteil der BRCT-I Doméne (BRCA1l
carboxyl-terminal) ist, von Aminosdure 301 bis 402 reichend, kann das Vorkommen des
Variantenallels eine verénderte Interaktion mit LIG3 und PARP zur Folge haben (Abdel-Rahman

und EI-Zein 2000). Diese verdnderten Bindungseigenschaften des XRCC1-Proteins kdnnen
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ihrerseits die DNA-Reparatur nur in geringerem Ausmaf initiieren, und das, obwohl Zelllinien, in
denen das homozygote Variantenallel vorliegt, hOhere XRCC1-mRNA-Spiegel aufweisen (Zipprich
2010). Auch nimmt die Variante Einfluss auf die Einzelstrangreparatur an den Gi und S/G:
Zellzykluskontrollpunkten (Taylor et al. 2002). Eine Studie von Yu et al. wies jedoch keine
Unterschiede zwischen Wildtyp- und Variantenallel bezlglich benzapyren-bedingter DNA-
Adduktentstehung auf (Yu et al. 2012). Dies deckt sich mit meinen Ergebnissen.
Aufgrund der beschriebenen Beobachtungen ist es nachvollziehbar, dass fur rs25487 eine
Assoziation mit diversen Krebserkrankungen beschrieben werden konnte. Darunter finden sich
Zusammenhange zwischen dem Variantenallel und einem erhdhten Risiko fir die Erkrankung an
Zervix- (Alsbeih et al. 2013a), Pankreas- (Nakao et al. 2012), Mamma- (The Breast Cancer
Consortium 2006) oder Lungenkarzinomen (Guo et al. 2013) sowie Gliomen (Liu et al. 2009). Auch
Uber Assoziationen mit Melanomen (Santonocito et al. 2012), Endometriums- (Hosono et al. 2013),
Blasen- (Mao et al. 2013) und kolorektalen Karzinomen (Yin et al. 2012) wurde berichtet.
Allerdings konnte in anderen Studien kein Nachweis flir Zusammenhinge zwischen dem
Variantenallel und manchen Tumorerkrankungen, etwa Blasen- (Stern et al. 2009), Prostata-
(Agalliu et al. 2010) oder Kolonkarzinomen (Curtin 2009) gefunden werden. Gleiches gilt flr
Pankreas- (Zhang et al. 2011) und Osophaguskarzinome (Hiyama et al. 2007) sowie Tumoren im
Kopf/Halsbereich (Chuang et al. 2011). Es lieBen sich zudem auch Studien finden, die dem
Variantenallel ein verringertes Risiko bescheinigten, etwa fir die Entstehung dysplastischer Naevi
(Liang et al. 2014), Blasen- (Li et al. 2013), Gallenblasen- (Srivastava et al. 2009), Basalzell- und
Plattenepithelkarzinomen der Haut (Nelson et al. 2002), Schilddriisen- (Fard-Esfahani et al. 2011)
und Zervixkarzinomen (Chen et al. 2011) sowie tAML (Seedhouse et al. 2002).
Einige Studien untersuchten die Assoziation zwischen Variantenallel und Therapieansprechen bei
bestimmten Erkrankungen. Dabei zeigte das Variantenallel bei van der Straaten et al. ein geringeres
Ansprechen der Patienten auf Oxaliplatin/5-Fluoruracil (van der Straaten et al. 2006). Bei Yoon et
al. wurde eine erhohte Resistenz der Zellen mit Variantenallel gegentber einer Radiochemotherapie
bei Osophaguskarzinomen gefunden (Yoon et al. 2011). Letzteres deckt sich mit meinen
Ergebnissen. Auch war das Vorhandensein des Glutamin mit einem erhdhten Risiko flr die
Entstehung einer radiogener Pneumonitis assoziiert (Tucker et al. 2013) und ging mit einem
verkirzten Gesamtuberleben bei Prostata- (Figg et al. 2013), Lungen- (Gurubhagavatula et al.
2004), Hepatozellularen- (Jung et al. 2012) und kolorektalen Karzinomen einher (Artac et al. 2009).
Es fanden sich aber auch Studien, die der Variante in Bezug auf das Ansprechen einer Therapie
positive Eigenschaften zusprechen. Dabei zeigte das Variantenallel von rs25487 ein verbessertes
Ansprechen der Zellen auf Platin-haltige Chemotherapie bei Zervixkarzinomen (Chung et al. 2006),
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weniger Spatnebenwirkungen nach Bestrahlung bei Nasopharynxkarzinomen (Alsbeih et al. 2010),
ein verringertes Risiko fir die Entwicklung einer radiogenen Pneumonitis (Yin et al. 2011) und ein
verlangertes Gesamtlberleben nach Platingabe bei Lungen- (Giachino et al. 2007), kolorektalen
Karzinomen (Kweekel et al. 2009) und Kopf/Halstumoren (Quintela-Fandino et al. 2006). Lediglich
eine Studie konnte keine Assoziation des Variantenallels mit Platintoxizitat nachweisen (Huang et
al. 2008).

Aufgrund der uneinheitlichen Studienlage bezuglich Erkrankungsrisiken und Therapieansprechen in
Zusammenhang mit rs25487 scheint eine allgemeine Anwendung von TGFB1 nicht geboten. Von
meinen Ergebnissen ausgehend, besteht die Uberlegung, eine Applikation von TGFB1 in das vom
Tumor umgebene gesunde Gewebe zum Schutz vor den Auswirkungen einer Radiotherapie
vorzunehmen, da hierbei die Zahl der DNA-Schéden signifikant gesenkt werden konnte.
AbschlieRend sei noch vermerkt, dass einige Studien eine kombinierte Betrachtung von rs25487 aus
dem XRCC1-Gen und rs1799793 aus dem ERCC2-Gen vornahmen. Letzterer Polymorphismus
wurde bereits oben beschrieben (Kapitel 5.3). Dabei konnte ein kombinierter Effekt, (ber die
Einzeleffekte hinaus, bezlglich einer Assoziation der Variantenallele mit Prostatakarzinomen
beobachtet werden (Rybicki et al. 2004) sowie eine XRCC1-ERCC2-Interaktion in Zusammenhang
mit dem Gesamtiiberleben bei Lungenkarzinomen (Gurubhagavatula et al. 2004). Sofern die
Variantenallele gemeinsam vorkamen, bedingten sie ein erhohtes Erkrankungsrisiko bzw. ein
verkirztes Gesamtiiberleben beim Tréager.

Bei dem zweiten Polymorphismus, dessen Variantenallel in meiner Untersuchung mit einer
Verringerung der NPB-Anzahl unter TGFB1 Vorinkubation einherging, handelt es sich um die
Intronvariante rs25486, nahe der Intron-Exon Grenze zu Exon 10. Der SNP wies eine Kopplung
von r2=1,0 mit rs25487 auf. Bisher wurde dem Polymorphismus eine Assoziation mit einem
erhdhten Lungen- (Chang JS et al. 2009) und Mammakarzinomrisiko bescheinigt (Roberts et al.
2011). Inwieweit rs25486 einen eigenstandigen Effekt aufweist oder sich gar modellierend auf
rs25487 auswirkt, bleibt offen. Denkbar wére eine Einflussnahme des SNP auf den Spleivorgang
und daraus resultierend eine verénderte Proteinlédnge. Dieser Ansatz bedarf jedoch einer genaueren
Uberpriifung. Unabhingig von den pathophysiologischen Hintergriinden konnte auch bei rs25486
ein Einsatz von TGFB1 zum Schutz gesunden Gewebes bei stattfindender Radiotherapie angedacht

werden.

5.9 SMAD3

Die SMAD-Proteine (mothers against decapentaplegic homolog of drosophila) des TGFp-

Signalwegs (siehe Kapitel 1.5) werden entsprechend ihrer Funktion bei der Signaltransduktion in
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drei Gruppen eingeteilt. Dazu gehéren die regulatorischen (SMAD1/2/3/5/8), die inhibitorischen
(SMADG6/7) und die co-aktivatorischen SMADs (SMAD4) (Wu et al. 2010). In der vorliegenden
Arbeit lag das Hauptaugenmerk auf SMAD2/3/4/7, die vorwiegend in Blutzellen exprimiert
werden. Da die Ergebnisse von SMAD?2 keine Signifikanz von p < 0,05 aufwiesen, schlie3t sich an
dieser Stelle die Betrachtung von SMAD3 an.

SMADS3 ist ein aus neun Exonen bestehendes Protein von 425 Aminoséuren Lange, das auf dem
langen Arm von Chromosom 15 codiert wird und in funf Isoforme translatiert werden kann. Es
gehort zu den regulatorischen Proteinen der TGFB-Signalkaskade und ist zu 92 % mit SMAD2
identisch (Zhang et al. 1996). Es bildet zusammen mit SMAD2 und SMAD4 einen hetero-
oligomeren Komplex, welcher als Transkriptionsfaktor in den Zellkern wandert (siehe Kapitel 1.5).
Nachweislich ist ein Defekt im SMAD3-Gen fur das Loeys-Dietz-Syndrom Typ 3 verantwortlich
(Regalado et al. 2011). Dabei spielt der TGFp-Signalweg bei der Genese von Geféalien eine wichtige
Rolle und fuhrt bei vorhandenen SMAD3-Mutationen zu einer Desorganisation der elastischen
Fasern in den Gefalen.

Aufgrund des hohen Kopplungsungleichgewichtes im SMAD3-Gen (Abbildung 30), zeigte meine
Untersuchung eine Vielzahl signifikanter Assoziationen. Von den SNPs, welche unter TGFpB1-
Zugabe 16 h vor 3 Gy-Bestrahlung mit einer vermehrten MNi-Induktion einhergingen, wurden die
beiden intronischen Varianten rs4776881 und rs12324036 in der Literatur beschrieben. Da die
Reproduzierbarkeit der MNi-Induktion in der Inter-Tag Korrelation jedoch nicht signifikant war,
sind die erhobenen Ergebnisse mit Zuriickhaltung zu interpretieren. Den beiden Varianten wird ein
protektiver Einfluss beziglich der Entwicklung portopulmonaler Hypertension bei fortgeschrittener
Leberinsuffizienz nachgesagt (Roberts et al. 2009). Ursache daflir kann beispielsweise eine
Verkirzung des Proteins am C-terminalen Ende sein, die zu einer Hemmung des TGF-Signalwegs
fihrt (Zhang et al. 1996) oder die Einflussnahme des SNPs auf die SMAD3-Expression, in Form
eines SMAD3-Mangels. Dieser ist bekanntlich mit einer reduzierten Produktion extrazellularer
Matrix verbunden und verursacht somit weniger Fibrosen (Roberts et al. 2001), die sich bei einer
geringer ausgepragter Leberfibrosierung in einer weniger starken Hypertension &ufert. Inwieweit
die beiden Varianten Einfluss auf die SMAD3-Expression nehmen, ist nicht abschlieRend geklart.
Entsprechend meinen Ergebnisse, bei denen es weder einen reinen Bestrahlungs-, noch alleinigen
TGFp1-Effekt gab, sondern die Zahl der MNi nur bei einer kombinierten Anwendung anstieg
(Abbildung 31 mit p = 0,002, Abbildung 32 mit p = 0,005), kann vermutet werden, dass eine durch
die Bestrahlung verursachte Modifikation von SMAD3, welche allein keine Auswirkungen auf die
Proteinfunktionalitdt oder das Expressionslevel hatte, in Kombination mit TGFB1 zu einer

Expressionssteigerung gefiihrt haben konnte.
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Erhohte SMAD3-Spiegel wurden bisher bei Patienten mit Sklerodermie nachgewiesen (Dong et al.
2002). In gegenteiliger Weise wurde bei SMAD3-knockout-Mdusen das Ausbleiben
strahleninduzierter Hautfibrosen beobachtet (Flanders 2004). Da SMAD3 eine Schliisselfunktion
bei der Regulierung der extrazelluldren Matrix einnimmt, erhalten SMAD3-Inhibitoren v.a. als
Antiproliferativa eine immer grofRer werdende klinische Relevanz. Ein therapeutischer Ansatz bei
der Behandlung chronischer Fibrosen oder Wundheilungsstorungen konnte die Applikation von
TGFp1 darstellen, da dieses zum einen die Proliferation am G1/S Kontrollpunkt hemmt und zu
einem Zellzyklus-Arrest fihrt (Matsuura et a. 2004) und zum anderen dessen Zugabe Uber die
TGFB1-Autoinduktion eine SMAD3-Suppression bedingt (Schirmer et al. 2009). Dies deckt sich
mit vorangegangenen Studien aus dem Institut fur Klinische Pharmakologie der
Universitatsmedizin Gottingen, bei denen unter Zugabe von TGFB1 eine SMAD7-Expressions-
steigerung erreicht wurde, die ihrerseits durch negative Feedback-Mechanismen eine Suppression
von SMADS hervor rief (Neumann 2012).

5.10 SMAD4

SMAD4, lokalisiert auf dem langen Arm von Chromosom 18, z&hlt zu den Tumorsuppressorgenen.
Das Protein, bestehend aus 552 Aminosduren, wird aus einer zwolf Exone umfassenden mRNA-
translatiert. Eine Inaktivierung von SMAD4 fiihrt zu einer Ausschaltung der TGFp-Signalkaskade
und somit zu einer Unempfindlichkeit von Zellen gegeniiber TGFB1 (Zhou et al. 1998). Bei
Defekten im SMAD4-Gen kénnen zahlreichen Erkrankungen wie das Myhre-Syndrom (Le Goff et
al. 2012), die juvenile Polyposis (Howe et al. 2004), Morbus Osler (Gallione et al. 2006) oder
Pankreaskarzinome entstehen (Schutte et al. 1996, Rozenblum et al. 1997). Weiterhin wurden
SMADA4-Mutationen in Patienten mit Kolonkarzinomen (Miyaki et al. 1999), Seminomen (Bouras et
al. 2000), Magenkarzinomen (Powell et al. 1997) und Kopf/Halstumoren beobachtet (Qui et al.
2007).

Die drei auffélligsten Polymorphismen rs948588, rs948589 und rs17663887 wiesen untereinander
eine Kopplung zwischen r2 = 0,88 und 1,0 auf und waren bei Vorhandensein des Variantenallels mit
einer vermehrten NPB-Induktion bei alleiniger Bestrahlung mit 3 Gy assoziiert (p <0,01). Die
Zugabe von TGFB1 hob diesen Effekt wieder auf, wobei TGFB1 allein keinen Einfluss auf die
Entstehung genomischer Schéden auslibte (Abbildung 33). Allesamt stellen die SNPs
Intronvarianten dar, wobei lediglich rs17663887 bisher beschrieben wurden. Dabei wurde der
Zusammenhang zwischen der Variante und genetisch bedingter Hdmochromatose untersucht, jedoch
keine Assoziation nachgewiesen (Milet et al. 2007). Eine andere Studie befasste sich mit dem

Risiko fir die Entstehung von Magenkarzinomen und konnte fir das Variantenallel von rs17663887
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einen protektiven Effekt nachweisen (Wu et al. 2010). Dieses ging mit einer erhéhten SMADA4-
Proteinexpression einher bzw. zeigte das Wildtypallel geringere SMADA4-Spiegel. Dass die
SMAD4-Expression in Tumorgeweben, speziell Magenkarzinomen, zumeist deutlich niedriger ist,
als im umliegenden Gewebe, wurde bereits nachgewiesen (Leng et al. 2009). Dabei waren die
SMAD/4-Level in fortgeschrittenen Magenkarzinomen um bis zu 75 % reduziert (Xiangming et al.
2001). Auch flhrt das Absinken der SMAD4-Expression zu einem Krankheitsprogress (Wang et al.
2007). Dies kann durch mutationsbedingte Transkriptionsabbriiche verursacht sein, bei denen
verkirzte und damit funktionsunfahige Proteine entstehen (Powell et al. 1997).

Wu et al. stellten zudem die Vermutung auf, dass rs17663887 aus Intron 9 Einfluss auf Cis-
Elemente ausiibt (Wu et al. 2010). Dies &ufRert sich in einem verdnderten Bindungsverhalten des
Transkriptionsfaktors, der bei Verstdrkung des Cis-Effektes eine schwachere Bindung und damit
eine verminderte Proteinexpression bedingt und anders herum. Entsprechend der Ergebnisse misste
fir rs17663887 ein Absinken des SMADA4-Spiegels angenommen werden, was jedoch der
bisherigen Studienlage widerspricht. Inwieweit die TGFp1-Gabe Einfluss auf die Expressionslevel
von SMAD4 nimmt, bleibt fraglich. Zumal in meiner Analyse kein reiner TGFB1-Effekt
nachzuweisen war. Dies deckt sich mit vorangegangenen Ergebnissen aus dem Institut fir Klinische
Pharmakologie der Universitatsmedizin Gottingen (Neumann 2012). Da jedoch ein kombinierter
Effekt zu erkennen war (TGFB1-Gabe 16 h vor Bestrahlung mit 3 Gy), konnte dies als potentiell
therapeutischer Ansatz genutzt werden. Dabei wire eine Injektion von TGFB1 in gesundes, den
Tumor umgebendes Gewebe im Vorfeld einer Radiotherapie denkbar, sofern das Variantenallel
exprimiert wird. Der gleiche Ansatz wurde bereits in Zusammenhang mit NBN- und XRCC1-
Polymorphismen diskutiert. Abermals wiirde diese Art der TGFB1-Anwendung zum Schutz des
gesunden Gewebes dienen.

5.11 TGFBR1

Das TGFBR1-Gen (transforming growth factor beta receptor 1) auf dem langen Arm von
Chromosom 9 beinhaltet neun Exone, welche fir ein 503 Aminoséuren langes Protein codieren.
Dieses liegt in zwei Isoformen vor und bildet einen membranstdndigen Rezeptor, der eine
Serin/Threonin Kinase Aktivitdt besitzt und an der TGFp-Singalkaskade beteiligt ist (Ebner et al.
1993). Ein Defekt im TGFBR1-Gen wird mit dem Loeys-Dietz-Syndrom Typ 1A (Loeys et al.
2005) und 2A (Loeys et al. 2006) in Verbindung gebracht. Weiterhin pradisponieren Mutationen in
TGFBR1 fir eine erhdhte Anfalligkeit gegentiber Plattenepitheliomen (Goudie et al. 1993).

Beim SNP rs11466445 fiihrte das Vorhandensein des Variantenallels bei alleiniger Bestrahlung mit

3 Gy zu einer verminderten MNi-Induktion (Abbildung 34, p =0,04). Diese Strahlenresistenz
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konnte unter TGFB1-Zugabe noch leicht verstarkt werden (p = 0,01), war jedoch nach Bereinigung
des Strahleneffektes und bei alleiniger TGFB1-Anwendung nicht signifikant. Bei dem
Polymorphismus rs11466445 handelt es sich um eine Deletionsvariante, welche einen Verlust von
drei GCG-Triplets aufweist, die fur drei aufeinander folgende Alanine innerhalb eines neun Alanine
umfassenden Bereiches im 3'-UTR von Exon 1 codieren (Pasche et al. 1998). Der Polymorphismus
am Ubergang vom Signalpeptid zur Rezeptorsequenz wird auch als TGFBR1*6A bezeichnet und
besitzt unter Kaukasiern eine Allelh&ufigkeit von 10 %.

In der Literatur geht das Variantenallel mit einer abgeschwéchten Signaltransduktion der
inhibierenden Wachstumssignale von TGFB1 einher (Chen et al. 1999), auch wenn keine
Unterschiede beziiglich der Bindungsaffinitit von TGF1 am Rezeptor oder dessen Halbwertzeit im
Vergleich zum Wildtyp gefunden wurden (Pasche et al. 1999). Dies legt die Vermutung nahe, dass
die Ursache nicht im Rezeptor selbst zu suchen ist, sondern vielmehr bei der Signallibertragung
liegt. SchlieBlich konnte bereits eine verringerte SMAD4 Signalweitergabe nach TGFp1-
Applikation bei rs11466445 beobachtet werden (Rosman et al. 2008). Dies kann wie im Kapitel 5.9
beschrieben zu einem Krankheitsprogress bei bestimmten Tumorerkrankungen fiihren. Auch wiesen
Zellen, die das Variantenallel exprimierten bei TGFB1-Gabe eine abgeschwachte Suppression von
SMAD3 auf und reagierten mit einer erhthten Apoptoseempfindlichkeit sensibler auf ionisierende
Strahlung als Zellen mit Wildtypallel (Schirmer et al. 2009). Entsprechend meiner Ergebnisse liegt
die Vermutung nahe, dass eine erhéhte Apoptoserate bei diesen Zellen dazu fiihrte, das geschadigte
LCLs durch den Zelluntergang nicht mehr als BN mit MNi oder NPB unter dem Mikroskop
identifiziert werden konnten. Auch ware es denkbar, dass rs11466445 wie in einer Studie von Dutt
et al. nachgewiesen wurde mit einer geringeren genomischen Instabilitit assoziiert ist. Dies &ufert
sich u.a. in einer verminderten Anzahl von DNA-Schaden (Dutt et al. 2008).

In MCF - 7 Brustkrebszellen fihrte *6A zu einem Wechsel von inhibierenden zu stimulierenden
Wachstumssignalen (Rosman et al. 2007). Dies lasst die Annahme zu, dass der Polymorphismus
einen Selektionsvorteil fur Krebszellen darstellt und eine Einstufung als Krebsrisikoallel zuldssig
erscheint, wenn auch mit niedriger Penetranz (Kaklamani et al. 2003). Dabei scheint die Beteiligung
der Variante am Tumorprogress vielmehr Gber Zellmigration und Invasion gesteuert zu sein. Denn
die bei TGFBR1*6A im Vergleich zum Wildtyp beobachteten geringeren onkogenen Eigenschaften
waren TGFB1-unabh&ngig (Rosman et al. 2008). Auch deckt sich dies mit meinen Ergebnissen, bei
denen TGFp1 keinen Effekt auf die Entstehung von DNA-Schaden ausibte.

Die nicht eindeutigen experimentellen Daten stimmen mit Ergebnissen Kklinischer Studien tberein,
die fir rs11466445 sowohl eine Assoziation des Variantenallels mit Mamma-, Ovarial- und

kolorektalen Karzinomen (Kaklamani et al. 2003, Pasche et al. 2004, Pasche 2008) beschreiben als
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auch diesen Zusammenhang widerlegen (Colleran et al. 2010, Baxter et al. 2002, Skoglund Lundin
et al. 2009). Auch wurden Assoziationen mit Pankreas- (Kaklamani et al. 2004, Javle et al. 2013),
Lungen- (You et al. 2007, Lei et al. 2009) oder Blasenkarzinomen (Castillejo et al. 2009, Liao et al.
2010) beschrieben sowie Assoziationen des Variantenallels mit einem spéteren Krankheitsbeginn
bei kolorektalen Karzinomen (Dultt et al. 2008).

Der mit *6A partiell gekoppelte SNP rs11568785 (r2=0,68) wies, wenn auch marginal nicht
signifikant (p =0,06), unter der Behandlungsbedingung TGFp1-Inkubation 16 h vor Bestrahlung
mit 3 Gy bei Vorhandensein des Variantenallels weniger NPB auf (Abbildung 35). Die Variante aus
Intron 5 ist nahe einer SpleilR-Akzeptorstelle lokalisiert. Durch den Polymorphismus modifizierte
Spleil-Signale, die zum Herausschneiden eines Exons fuhren (Passarge 2004), koénnten die
Proteinstruktur von TGFBR1 verdndern und eine abgewandelte Funktionalitit des Rezeptors nach
sich ziehen. Dies kann sich wiederum wie bei rs11466445 durch Schirmer et al. bereits vermutet in
einer Abschwichung der TGFp-Signaltransduktion &uRern, wobei eine Einflussnahme von
rs11568785 auf rs11466445 wahrscheinlich ist. Auch wiesen die Variantenallele beider SNPs eine
erhohte Anfalligkeit gegenuber ionisierenden Strahlen auf, v.a. wenn sie gleichzeitig vorlagen
(Schirmer et al. 2009) und waren mit einer verminderten allelischen Expression von TGFBR1
assoziiert (Pasche et al. 2010). Bisher sind fiir rs11568785 keine klinischen Assoziationen belegt
worden.

Da die in der Literatur beschriebene erhdhte Strahlensensibilitat bei Vorliegen des Variantenallels
bei meinen Ergebnissen flr rs11568785 nicht nachgewiesen werden konnte und das geforderte
Signifikanzniveau von p <0,05 nicht erreicht wurde, bedarf es weiterer Untersuchungen. Sollten
sich meine mit einer erhdhten Strahlenresistenz einhergehenden Daten bestatigen lassen, wére ein
therapeutischer Einsatz von TGFB1 wie zuvor bei NBN, XRCC1 und SMAD4 beschrieben zum

Schutz gesunden Gewebes vor Anwendung einer Radiotherapie denkbar.

5.12 TGFBR2

Das Tumorsuppressorgen TGFBR2 (transforming growth factor beta receptor 2) befindet auf dem
kurzen Arm von Chromosom 3 und besteht aus acht Exonen. Diese translatieren fir ein 592
Aminoséuren langes Protein, welches in zwei Isoformen vorliegt. Der TGFB-Rezeptor 2 besitzt wie
auch der TGFp-Rezeptor 1 eine Serin/Threonin-Kinase-Aktivitat, die es ihm ermdglicht, Letzteren
zu phosphorylieren und dadurch zu aktivieren. Daher ist der TGFf3-Rezeptor 2 essentiell bei der
Signaltransduktion von TGFB1. Ein TGFBR2-Defekt wird mit HNPCC Typ 6 (Lu et al. 1998), dem
Loeys-Dietz-Syndrom Typ 1B (Loeys et al. 2005) und 2B (Mizuguchi et al. 2004) und

Osophaguskarzinomen (Tanaka et al. 2000) in Verbindung gebracht.
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In meinem Versuchsaufbau waren die Variantenallele von vier Polymorphismen (rs995435,
rs3773636, rs1864615 und rs9858487) mit einer vermehrten NPB-Induktion bei 3 Gy-Bestrahlung
assoziiert (Abbildung 36, p = 0,006 fur rs995435 und p = 0,003 fur rs9858487). Bei allen vier SNPs
handelt es sich um Intronvarianten, wobei bisher lediglich rs995435 in der Literatur beschrieben
wurde. Dabei wurde eine mogliche Assoziation des SNP mit Praeklampsie untersucht (Bell et al.
2013), konnte aber nicht bestétigt werden. Da nur eine geringe genetische Kopplung im TGFBR2-
Gen vorliegt, konnten funktionell relevante Polymorphismen in diesem Gen fehlen. Mégliche
Einflisse der Varianten auf etwa die Kinaseaktivitat des Rezeptors und damit verbunden eine
herabgesetzte Phosphorylierung des TGFp-Rezeptors 1 sind genauso denkbar wie ein verandertes
Bindungsverhalten des Liganden am Rezeptor und eine daraus resultierende gestorte
Signalweitergabe der inhibitorischen Wachstumssignale.

\orangegangenen Studien aus dem Institut fur Klinische Pharmakologie der Universitatsmedizin
Gottingen zeigten keine signifikanten Assoziationen von TGFBR2 in Bezug auf Zellvitalitat oder
Genexpressionsdnderungen (Neumann 2012). Weiterhin zeigte die Zugabe von TGFB1 zwischen

Wildtyp- und Variantenallel keinen signifikanten Effekt auf die Induktion von DNA-Schéden.

5.13 TGFB1

TGFB1 (transforming growth factor beta 1) ist auf dem langen Arm von Chromosom 19 lokalisiert
und codiert fur ein aus sieben Exonen bestehendes Protein von 390 Aminosdauren Lange. Dieses
bindet als Ligand am TGFp-Rezeptor 2, setzt dadurch die TGFp Signalkaskade in Gang und
reguliert als negativer Wachstumsfaktor u.a. Zellteilung und -differenzierung. Defekte im TGFB1-
Gen werden als Modifikator der Zystischen Fibrose gehandelt (Dorfman et al. 2008) und mit dem
Engelmann-Syndrom in Verbindung gebracht (Janssen et al. 2000). Weiterhin bestehen Zusammen-
hénge zwischen TGFB1-Gendefekten und Muskeldystrophien (Bernasconi et al. 1995), kardialen
Fibrosen (Zeisberg et al. 2007), Nierenfibrosen (Border und Noble 1994), Sklerodermie (Dong et al.
2002), Marfan Syndrom (Habashi et al. 2006) und Tumorgenese (Derynck et al. 2001).

Bei keinem Polymorphismus im TGFB1-Gen fand sich in meiner Analyse eine signifikante
Assoziation mit den Behandlungsbedingungen 5 ng/ml TGFB1 und 5 ng/ml TGFB1 16 h vor 3 Gy-
Bestrahlung. Dies ist insofern nicht verwunderlich, als dass gezeigt werden konnte, dass die externe
Zufuhr von TGFB1 zwar zu einer vermehrter Produktion von mRNA und dies wiederum zu einer
vermehrten Bildung von TGFB1-Protein fuhrt (Flanders et al. 1995), jedoch diese Autoinduktion
ebenfalls zu einer SMAD7-Expressionssteigerung (Neumann 2012) und Uber negative Feedback
Mechanismen letztlich zu einer Hemmung des TGFB-Signalwegs fihrt (Kunzmann et al. 2003).

Daher ist die Analyse endogener TGFB1-Varianten unter Zugabe exogenen TGFB1 nicht sinnvoll.
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Der Polymorphismus rs1800469 (-509C>T) aus der Promotorregion des TGFB1-Gens war in
meiner Analyse bei Vorliegen des Variantenallels unter alleiniger Bestrahlung mit 3 Gy mit einer
erhdhten MNi-Induktion assoziiert (Abbildung 37, p =0,03), war also deutlich strahlensensibler.
Dem SNP wird nachgesagt, aufgrund des Basenaustausches zu einer Veranderung der YY1 (yin
yang 1) Aktivierungssequenz zu fiihren (Hobbs et al. 1998). Die daraus resultierende Bindung des
Transkriptionsfaktors YY1 an der DNA mit einer hoheren Affinitdt kann eine bis zu 30 %
gesteigerte Promotoraktivitat zur Folge haben (Silverman et al. 2004), die wiederum zu erhthten
TGFpB1-Plasmaspiegeln fiihren kann (Grainger et al. 1999, Eliopoulos et al. 2009). Eine Studie von
Shah et al. verfolgt den Ansatz, dass nicht das Variantenallel eine vermehrte Transkription bedingt,
sondern das Wildtypallel von rs1800469 durch die Bindung an AP1 (activator protein 1), einem
Transkriptionsregulator, ein Herabregulieren der Transkription zur Folge hat (Shah et al. 2006). So
fiihrt das Vorkommen des Wildtypallels vielmehr zu einem Absinken des TGF1-Spiegels, als dass
das Variantenallel erhohte TGFB1-Spiegel im umliegenden Gewebe bedingt.
Klinisch fanden sich Assoziationen des Variantenallels mit Mamma- (Dunning et al. 2003), Magen-
(Li et al. 2012), Prostata- (Eward-Toland et al. 2004) und Lungenkarzinomen (Park et al. 2006).
Dies wird zumeist auf die vermehrte transkriptionelle Aktivitat zurtickgefihrt (Luedecking et al.
2000). Auch wurden Zusammenhénge des Polymorphismus mit Erkrankungen der Atemwege wie
Zystische Fibrose (Collaco et al. 2008), COPD (lIto et al. 2008) und Asthma (Silverman et al. 2004)
gefunden. Assoziationen mit Erkrankungen des Herzens, etwa Myokardinfarkt (Barsova et al. 2012)
und KHK (Lu et al. 2012), des Verdauungstraktes (Schulte et al. 2001), des Gehirns (Peng et al.
2011) und des Knochenmarks (Mavroudi und Papadaki 2012, Eliopoulos et al. 2009) wurden
ebenfalls beschrieben.
Die sehr vielféltige Datenlage zu rs1800469 zeigte aber auch fehlende Assoziationen mit derartigen
Erkrankungen auf. So liel8 sich kein Zusammenhang zwischen Vorkommen des Variantenallels und
der Entstehung von Mamma- (Qi et al. 2010), Gallenblasen- (Vishnoi et al. 2008) Magen- (Guan et
al. 2009) oder Prostatakarzinomen ausfindig machen (Kang et al. 2007). Weiterhin gab es keine
Hinweise auf ein erhohtes Risiko fir die Entstehung von Multipler Sklerose (Makarycheva et al.
2011), Osteoporose (Langdahl et al. 2008), Endometriose (van Kaam et al. 2007), COPD (Gong et
al. 2011), systemischem Lupus erythematodes (Barreto et al. 2009) oder Erkrankungen der Herzens
wie Vorhofflimmern (Zheng et al. 2013) und kardialen Ischdmien (Wang X et al. 2009).
Entgegen den oben beschriebenen Befunden zeigten einige Untersuchungen auch einen
entgegengesetzten Zusammenhang zwischen dem Polymorphismus und diversen Erkrankungen. So
sank bei Vorhandensein des Variantenallels das Risiko fur die Erkrankung an einen Kolon-,
Rektum- (Slattery et al. 2012), Nasopharynx- (Hu et al. 2012) oder Hepatozelluldren Karzinom
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(Yang et al. 2011). Gleiches galt fir Mammakarzinome sowohl mit Ostrogenrezeptor-negativem
(Quan et al. 2014) als auch Ostrogenrezeptor-positivem Status (Cox et al. 2007), Prostatakarzinome
im fortgeschrittenen Stadium (Brand et al. 2008) und abdominelle Aortenaneurysmen (Ogata et al.
2005).

Auch wurde der Polymorphismus rs1800469 genauer auf seine Auswirkungen auf eine
Radiotherapie hin untersucht. Dabei fand sich eine Assoziation des SNP mit strahleninduzierten
Fibrosen (Andreassen et al. 2003). Dem Variantenallel konnte ein bis zu 15fach erhohtes
Fibroserisiko nach Radiotherapie nachgewiesen werden (Giotopoulos et al. 2007, Quarmby et al.
2003). Gleiches gilt fur die Entstehung von radiogenen Osophagitiden (Guerra et al. 2012) und
Erythemen (Raabe et al. 2012). Die Betrachtung des Zusammenhangs zwischen rs1800469 und
Strahlennebenwirkungen wie der radiogenen Pneumonitis (Niu et al. 2012), Hautfibrosen (Barnett
et al. 2012) oder anderen dermalen Spatnebenwirkungen (Zhu et al. 2013) blieb in einigen Studien
jedoch ergebnislos. In einer Analyse von Alsbeih et al. zeigte das Variantenallel sogar einen
beglinstigenden Effekt in Bezug auf die Strahlentoxizitdt und ging mit weniger Fibrosen einher
(Alsbeih et al. 2013b). In einer vorangegangenen Untersuchung konnte fiir den SNP, wenn auch
statistisch nicht-signifikant, ein verringertes Risiko fiir die Entstehung radiogener Pneumonitiden
nachgewiesen werden (Yuan et al. 2009).

Einige Studien legten den Fokus auf das Wildtypallel von rs1800469. So war dieses bei Yuan et al.
mit vermehrten Strahlennebenwirkungen bei Lungenkarzinomen assoziiert (Yuan et al. 2013). Aber
auch erhohte TGFp1-Plasmaspiegel (Hu et al. 2012, Yuan et al. 2013) bzw. eine hohere
Transkriptionsaktivitat konnte bei Vorhandensein des Wildtypallels nachgewiesen werden (Wang et
al. 2008). Allgemein resultieren erhohte TGFB1-Spiegel in einer Hemmung des Immunsystems,
indem T-, B- und NK-Zellen inhibiert werden. Daraus kann eine gesteigerte Angiogenese und
vermehrten Bildung extrazelluldrer Matrix resultieren (Derynck et al. 2001). AuRerdem fordert
TGFB1 die Migration von Tumorzellen und fiihrte so zu einer Beglinstigung der Metastasierung
(Maehara et al. 1999). Und obwohl TGFf1 fiir seine wachstumshemmenden Eigenschaften bekannt
ist, wirken sich diese lediglich initial hemmend auf das Tumorwachstum aus, beginstigen im
Verlauf die Tumorausbreitung (Pardali und ten Dijke 2009) und fiihrten bei Patienten mit einer
verstarkten TGFB1-Expression im Tumorgewebe zu einer schlechteren Prognose (Watanabe et al.
2001). Ob die Variante rs1800469 iiberhaupt zu einer Anderung der TGFB1-Expressionslevel fiihrt
bleibt offen, zumal in vorausgegangenen Studien des Instituts fir Klinische Pharmakologie keine

Veranderungen diesbeziiglich festgestellt werden konnten (Janke 2009).
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5.14 Ausblick

TGFB1 beeinflusst nachweislich die Wirksamkeit von Rontgenstrahlung auf LCLs bei
Vorhandensein bestimmter Variantenallele. Diese Einflussnahme der Genpolymorphismen riickt v.a.
in der personalisierten Medizin immer mehr in den Fokus. Fest steht, dass die Vielzahl von
genetischen Variationen, die den individuellen Unterschied zwischen jedem Menschen ausmachen
wie auch der Lebensstil und Umweltfaktoren erheblichen Einfluss auf die Funktionalitat bestimmter
Proteine austiben. Um diese Einflussnahme therapeutisch zu nutzen, ist es wichtig, genaue Kenntnis
besonders (ber die genetischen Variationen zu besitzen. Daher kann ein therapeutischer Einsatz nur
nach vorheriger Bestimmung des genetischen Profils des Patienten erfolgen.

In meiner Analyse zeigten sich bei einigen SNPs sowohl unter alleiniger TGFp1-Behandlung als
auch bei einer kombinierten Bestrahlung mit 3 Gy vermehrte Raten an DNA-Schaden bei
Vorhandensein des Variantenallels (rs20580 aus LIG1, rs1800734 aus MLH1). Dies kann im
Tumorgewebe einen erhohten Zelluntergang zur Folge haben und ein verbessertes Ansprechen der
entarteten Zellen auf Rontgenstrahlung oder Zytostatika bedingen. Da in meinen Ergebnissen einige
Polymorphismen bei alleiniger Bestrahlung mit 3 Gy eine erhthte Strahlenresistenz zeigten, die
sich unter TGFB1-Gabe umkehrte (rs2020911 und rs2710163 aus dem MSH6-Gen), wére ein
verbesserter Therapieerfolg auch bei Patienten denkbar, die bisher schlecht auf eine Radiotherapie
ansprachen. Somit konnte die Gabe von TGF1 bei Patienten, die durch ihr genetisches Profil eine
erhdhte Strahlensensibilitdt besitzen, eine \erringerung der Strahlen- oder Zytostatikadosis
ermdglichen und bei Patienten mit einer erhdhten Strahlenresistenz den Erfolg einer Radiotherapie
erhdhen. Dadurch wirde sich nicht nur die Lebensqualitat unter einer Tumortherapie deutlich
verbessern, auch ein verlangertes progressionsfreies Uberleben wire denkbar. Selbiges gilt fiir die
Reduktion des Schweregrades von Akut- und Spatnebenwirkungen.

Zum anderen zeigten sich in meinen Ergebnissen einige Polymorphismen, die bei TGFp1-
Vorbehandlung eine erhohte Resistenz gegeniber ionisierenden Strahlen erzeugten. Auch hier
konnte eine therapeutische Anwendung denkbar werden, indem eine Applikation in gesundes, den
Tumor umgebendes Gewebe erfolgt. In diesem Zusammenhang wadre eine Reduktion der
Strahlenschdden durch TGFB1 zu erreichen und die damit einhergehenden direkten Strahlen-
nebenwirkungen wurden abgepuffert werden.

Es bleibt zu Uberprifen, inwieweit sich die einzelnen genetischen Varianten gegenseitig
beeinflussen. Meine Analyse legte den Fokus auf die Betrachtung einzelner Polymorphismen, nicht
auf ein mogliches Zusammenspiel mit sich verstarkenden oder ausloéschenden Effekten, die durch

gleichzeitiges Vorhandensein anderer SNPs erzeugt werden. Wir beobachteten zuféllig eine additive
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Wirkung von rs995435 und rs9858487 aus dem TGFBR2-Gen, jedoch konnte eine Prifung aller
1771 SNPs miteinander aus Zeitgriinden nicht erfolgen. Da die Weiterentwicklung der Analyse- und
bioinformatischen Methoden das Untersuchen von Proben immer zeit- und Kkosteneffizienter
ermoglicht (z.B. next generation sequencing), wird zukinftig eine weitrdumige Prifung moglich
sein und sich in der personalisierten Medizin ein immer gréRer werdender Anwendungsbereich
erschlielRen.

Da die Wirkungsweisen von TGFfB1 sehr komplex und zumeist noch nicht genau verstandenen sind,
bleibt zu prifen, ob sich meine Beobachtungen auch auf andere Zelllinien Ubertragen lassen und
weitere Kombinationen, beispielsweise mit Chemotherateutika, Ansétze v.a. in der Tumortherapie

darstellen kdnnen.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollten die Hypothesen gepriift werden, dass TGFB1 zu einer Erhohung
der Strahlensensibilitat lymphoblastoider Zellen (LCLs) fihrt und dass Polymorphismen in Genen
des TGFp Signalwegs oder in Genen, die an der DNA-Reparatur beteiligt sind, die Strahlenreaktion
der LCLs beeinflusst.

Dazu wurden kommerziell erworbene LCLs verwendet und die dazugehdrigen Genotypdaten der
relevanten Gene der HapMap-Datenbank entnommen. Die Anzucht und Vorinkubation der Zellen
erfolgte im Institut fir Klinische Pharmakologie der Universitdtsmedizin Gottingen. In der
Abteilung Strahlentherapie und Radioonkologie wurden die LCLs mit Réntgenstrahlen behandelt,
so dass vier Behandlungsbedingungen vorlagen: 3 Gy-Bestrahlung, Inkubation mit 5 ng/ml TGFp1,
eine kombinierte Behandlung (5ng/ml TGFB1 16 h vor Bestrahlung mit 3 Gy) und eine
unbehandelte Kontrolle. Nach einer Inkubationszeit von 28 h bei 37 °C und 5% CO; kam als
Endpunkt der Analyse der Mikrokerntest zum Einsatz. Dabei konnen genomische Schaden
mirkroskopisch sichtbar gemacht und quantifiziert werden. Um die Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse zu Uberprifen, wurden bei 14 der 48 Zelllinien in einigen Wochen Abstand Replikate
unter den gleichen Behandlungsbedingungen hergestellt. Am Ende der Analyse betrug die Anzahl
der untersuchten Zelllinien n=60. Die Auswirkungen von 1771 Genpolymorphismen aus 23
Kandidatengenen auf die Anzahl der genomischen Schaden nach den unterschiedlichen
Behandlungen wurden gepriift.

Die erste Hypothese wurde verifiziert, da sich insgesamt eine deutliche Zunahme an DNA-Schéaden
in Form von Kernplasmabriicken (NPB) und Mikrokernen (MNi) unter der TGFB1-Behandlung
zeigte. Zwischen den Vergleichsbehandlungsbedingungen 3 Gy ohne TGFB1 und 3 Gy mit TGF1
war ein signifikanter Anstieg von NPB mit p = 0,005 bzw. von MNi mit p = 0,04 zu beobachten.
Eine statistisch signifikante Reproduzierbarkeit der Ergebnisse von p <0,05 wurde durch die
Behandlung von Replikaten tberprift und bei den NPB gefunden. Darum wurden hauptsachlich
NPB zur Analyse des Einflusses der Genpolymorphismen herangezogen.

Bei den DNA-Reparaturgenen kam es bei der Mehrheit der untersuchten Gene zu keiner
signifikanten Einflussnahme von TGFp1 auf die Strahlensensibilitdt der LCLs. Jedoch trat beim
Vorliegen von rs4986852 aus dem BRCAL-Gen nach Zugabe von TGFB1 eine Zunahme der
Strahlensensibilitdt der LCLs auf. Dabei kam es bereits bei alleiniger Bestrahlung zu einer
vermehrten NPB-Formation, welche unter TGFB1-Vorbehandlung noch gesteigert werden konnte

(p = 0,003). Bei der in der Promotorregion des MLH1-Gens gelegenen Variante rs1800734 wurde
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selbiger Effekt registriert, jedoch lag bei dieser Variante bei alleiniger Bestrahlung mit 3 Gy
zwischen Wildtyp und Variante keine verénderte Strahlensensibilitdt vor. Eine Zunahme der
Strahlensensibilitat beim Variantenallel zeigte sich erst bei der kombinierten Behandlungsbedingung
(p = 0,05). LCLs mit den SNPs rs2020911 und rs2710163 aus dem MSH6-Gen wiesen bei alleiniger
Bestrahlung mit 3 Gy eine erhohte Strahlenresistenz auf (p = 0,009 fur rs2020911). Hier bewirkte
die TGFB1-Zugabe nicht nur eine Aufhebung, sondern gar eine Umkehr der Empfindlichkeit der
Zellen gegeniber ionisierenden Strahlen. Dadurch konnten bei Vorliegen des Variantenallels
vermehrt genomische Schéaden induziert werden (p=0,005 fir rs2020911). Im klinisch
bedeutsamen Polymorphismus rs1799793 (Asp312Asn) aus dem ERCC2-Gen konnte ebenfalls eine
Zunahme der Strahlensensibilitadt der LCLs unter TGFB1-Behandlung beobachtet werden.

Im Gegensatz dazu wiesen Tréger der Variante rs25487 (GIn399Arg) aus dem XRCC1-Gen bei
Vorkommen des Variantenallels unter TGFB1-Vorinkubation eine reduzierte Strahlen-bedingte
NPB-Induktion auf (p = 0,02). Hier zeigte sich weder ein alleiniger Bestrahlungs- noch TGFp1-
Effekt.

Bei den Genen des TGF[-Signalwegs zeigten sich folgende Ergebnisse: Fir Polymorphismen aus
SMAD2, SMAD7 und TGFBR2 lieBen sich keine signifikanten Assoziationen mit TGFB1 feststellen.
Bei SMAD3 wurden durch das Variantenallel von rs893473 vermehrt NPB induziert - sofern mit
TGFB1l vorbehandelt wurde - und flhrte zu einer erhohten Strahlensensibilitat. Der
Polymorphismus rs12900401 zeigte hingegen einen gegenteiligen Effekt und flihrte unter TGFp1-
Vorbehandlung zu einer Zunahme der Strahlenresistenz bei Zellen, die das Variantenallel
exprimierten. Flr rs17663887 aus dem SMAD4-Gen, bei dem die LCLs mit dem Variantenallel
gegeniiber dem Wildtyp eine erhohte Strahlensensibilitat aufwiesen (p = 0,005), konnte die Zugabe
von TGFP1 eine Angleichung der Empfindlichkeit gegeniiber ionisierenden Strahlen bewirken.
TGFBl machte die Zellen dadurch relativ unempfindlich gegeniiber Rontgenstrahlung
(entsprechend Wildtypniveau). Ein gegenteiliger Effekt konnte bei der Deletionsvariante
rs11466445 (*6A) aus dem TGFBR1-Gen beobachtet werden. Hier lag eine erhohte
Strahlenresistenz der LCLs mit Variantenallel vor (p =0,04), die unter TGFp1-Inkubation
aufgehoben wurde. Hier sorgte die Zugabe von TGFf1 fiir eine Sensibilisierung der Variante auf
Wildtypniveau.

Insgesamt wurde also die als Zweite formulierte Hypothese einer Beeinflussung der
Strahlenreaktion der LCLs durch Polymorphismen in ausgewdéhlten Genen nur teilweise verifiziert.
Variationen im TGFB1-Gen konnten aufgrund des exogen zugefiithrten TGFB1 nicht im

Zusammenhang mit endogenen TGFB1-Varianten betrachtet werden.
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7. Anhang

Tabelle 8: Rohdatenblatt fur die Auszahlung des Mikrokerntests. Beispielhaft ist eine ausgezahlte

Zelllinie dargestellt.

Objekttrager:

Probe

Ko
TGFR1
3Gy
3Gy + TGFB1

Ko
TGFR1
3Gy
3Gy + TGFB1

NDI 500 Zellen

Ko
TGFp1
3Gy
3Gy + TGFpR1

NDCI 500 Zellen

Ko
TGFp1
3Gy
3Gy + TGFpR1

Anteil Ap [%]

0,589
1,193
1,378
2584

LCL24 v.25.02.09

BN

1010
1002
1004
1002

3 Kerne

1K

254
256
428
412

1K

254
250
413
396

Anteil Nek [%]

1,768
1,789
2,362
2187

BN+ 1 MN
4
3

129
146

3K+ 1MN

3
1
7

-

1

BN + 2 MNi

- NwWw s

Anzahl MN
in BN
4
3
173
190

BN + 3 MNi

OO

3K + NPB

BN

Anzahl MN
in 3K
3
1
11
17

BN + NPB Anteil NPB [%)]

FNIN
w o

1,553
1,537
1,172
1,180

Ap
3
6
7
13

Anzahl BN
mit MN
4
3
149
166

0,396
0,399
2,789
4,291

4K+BoMN

12
9
9

Haufigkeit
BN in 500
0,453
0,459
0,146
0,170

Nek

9
9
12
11

Anzahl 3K
mit MN

o
B© = w

1,540
1,519
1,165
1,171
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