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1 Zusammenfassung

DNA ist als Trager unserer Erbinformationen essentiell fiir den Organismus. Sie kann téglich durch
beispielsweise mechanischen Stress und unterschiedliche chemische Modifikationen geschadigt
werden. Zu den schwerwiegendsten Fehlern zidhlen DNA-Doppelstrangbriiche (DNA-DSB), wobei
die Zelle zur Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitit verschiedene Mechanismen der Repa-
ratur bereithilt. Das nicht-homologe Endjoining (NHE]) und die homologe Rekombination (HR)
sind dabei die Hauptreparatursysteme. Zudem konnen DNA-DSB tiber die backup-pathways Single
Strand Annealing (SSA) und micro-mediated Endjoining (MME]) behoben werden. Die Reparaturwe-
ge NHE], SSA und MME] sind dabei fehlerbehaftet, wihrend die HR die DNA nahezu fehlerfrei
regenerieren kann. Kénnen DNA-DSB nicht repariert beziehungsweise nicht fehlerfrei repariert
werden, gehen Sequenzinformationen verloren, welche anschlieflend zu genetischen Mutatio-
nen fithren kdnnen und somit zur Kanzerogenese beitragen. Eine solche Beeintriachtigung der
DNA-Reparatur sowie deren mogliche Folge einer Kanzerogenese, konnte bereits fiir einige Metalle
gezeigt werden. Vor allem beruflich exponierte Personen in der metallverarbeitenden Industrie
sind einer erhohten Exposition von Metallstiuben und somit einem gesteigerten Risiko einer
Krebserkrankung ausgesetzt.

Um die adversen Verdnderungen der DNA-Reparaturmechanismen nach einer Metallexposition fiir
eine Risikobewertung der Metalle heranziehen zu konnen, wurde im Rahmen dieser Arbeit der Ein-
fluss von wasserloslichen Mangan- und Chromat-Verbindungen auf die Reparatur von DNA-DSB
in zellbasierten Testverfahren untersucht. Dabei wurde das essentielle Spurenelement Mangan
aufgrund der vervielfdltigen Funktionen im Korper und der Anwendung in der Industrie sowie
der bereits bekannten neurotoxischen Wirkung bei chronischer Exposition betrachtet. Ebenfalls
wurde in dieser Arbeit Chromat durch dessen vielseitige Verwendung in der Stahlindustrie sowie
der Zementherstellung und dem bereits bekannten Risiko der Entstehung eines Lungenkarzinoms

untersucht.

Zu Beginn wurde die Zytotoxizitit von Manganchlorid (MnCl,) in der Modellzelllinie HelLa S3
bestimmt, wobei eine konzentrationsabhingige Toxizitdt im mittleren mikromolaren Bereich nach-
gewiesen werden konnte. Zudem akkumulierte Mangan zeit- und dosisabhingig in HeLa S3-Zellen.
Nach der Festlegung eines geeigneten Konzentrationsbereiches wurde der Einfluss von Mangan auf
die Reparatur von DNA-DSB betrachtet. Dabei konnte mittels Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)



1 Zusammenfassung

eine Induktion von DNA-DSB durch das Metall selbst und eine mogliche Inhibierung der Repara-
tur strahleninduzierter Schiden beobachtet werden. Ein moglicher Mechanismus der Induktion
von DNA-DSB wire die Generierung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) durch Mangan und
der damit verbundenen DNA-schidigenden Wirkung. Die erhohte oxidative Stressantwort ausge-
16st durch Mangan konnte bereits mehrfach gezeigt werden. Da die PFGE keine Differenzierung
zwischen den Reparaturwegen zulidsst, wurde im Anschluss die Reparatur von DNA-DSB mittels
Reporter-Assay in U20S-Zellen genauer betrachtet. Dieser Assay kann selektiv die Wege NHE],
HR, SSA und MME] nachweisen, wobei eine funktionierende Reparatur iiber ein GFP-Signal
gemessen wird. Unter Einfluss von Mangan konnte keine Beeintrichtigung der Reparaturwe-
ge NHE] und MME] festgestellt werden, wahrend die HR bereits bei geringen Konzentrationen
von 100 M und das SSA bei Konzentrationen ab 250 M gehemmt wurde. Zur Untersuchung
der moglichen inhibierenden Mechanismen wurden wichtige Proteine der HR mit der Metho-
de der Immunfluoreszenz (IF) betrachtet. Dabei konnten keine eindeutigen Aussagen tiber eine
Beeintriachtigung der Reparaturproteine Rad51 und Rad54 getroffen werden. Moglicherweise
sind Downstream-Proteine durch Mangan beeintrachtigt, wobei DNA-Polymerasen potentielle
Angriffspunkte von Mangan darstellen. Untersuchungen auf transkriptioneller Ebene zeigten,
dass Mangan verschiedene Gene der DNA-Schadensantwort, der oxidativen Stressantwort sowie
der Zellzyklusregulation und Apoptose beeinflusst. Dabei unterstiitzen die Ergebnisse der ver-
anderten Transkriptmenge von Genen der DNA-Schadensantwort die Erkenntnisse der PFGE
und IF tiber die Induktion von DNA-DSB. Zudem impliziert die erh6hte Expression der Gene
der oxidativen Stressantwort die Induktion von ROS und unterstiitzt somit die Vermutungen
der DNA-schidigenden Wirkung durch Mangan. Veridnderungen in der Transkriptmenge von
Genen der Zellzyklusregulation sowie der Apoptose wurden daraufhin auf zelluldrer Ebene unter-
sucht, wobei keine Verdnderungen im Zellzyklus sowie der Induktion von Zelltodmechanismen

beobachtet werden konnten.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde der Einfluss von Chromat auf die Reparatur von DNA-DSB
untersucht. Zunichst wurde ein geeigneter Konzentrationsbereich festgelegt, wobei Kaliumdi-
chromat (K,Cr,07) eine konzentrationsabhingige Toxizitdt im Bereich von 1 M bis 5 uM in
HeLa S3-Zellen zeigte. Untersuchungen zur Reparatur mittels Reporter-Assay zeigten, dass Chro-
mat die Reparaturwege NHE] und SSA nicht beeinflusst, wiahrend die HR vollstindig inhibiert
wurde und das MME] durch Chromat verstarkt ablief. Daraufhin wurde Rad51 mit der Methode
der IF betrachtet, wobei Rad51 Foci am DNA-DSB nachgewiesen werden konnten. Moglich wire
eine Beeintriachtigung weiterer an der HR beteiligten Proteine. Bei der Betrachtung von BRCA1

und Rad54 mit Hilfe der IF konnte eine verminderte Anlagerung der Proteine an den DNA-Strang



festgestellt werden. Moglicherweise konnten epigenetische Veranderungen in den Gensequenzen
der Reparaturproteine zu einer verminderten Expression und somit zu einer fehlenden Anla-
gerung fithren. Mit der Methode der IF konnte zusitzlich eine Induktion von DNA-DSB durch
Chromat selbst festgestellt werden. Der postulierte Mechanismus ist die Bildung von terniren
Chrom-DNA-Addukten mit Ascorbat, welche zum Blockieren der Replikationsgabel fithren und
dabei DNA-DSB induzieren kénnen. Ebenfalls wird die Induktion von ROS und den damit ver-
bundenen Schiden der DNA postuliert. Weiterhin scheinen die Proteingehalte im Zytoplasma
und Zellkern von Rad51 und Rad54 nicht durch Chromat beeinflusst. Abschlieffend wurde der
mRNA-Gehalt der POLQ, ein Schliisselgen des MME], betrachtet, um den verstirkten Ablauf
dieser Reparatur genauer zu untersuchen. Dabei konnte keine transkriptionelle Verinderung durch
Chromat festgestellt werden. Vermutlich wird die verstiarkte Reparatur des MME] {iber einen

anderen Mechanismus ausgeldst.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Dissertation eine Induktion von DNA-DSB durch
die Metalle Mangan und Chromat festgestellt werden, wobei die postulierten Mechanismen ver-
mutlich auf die Generierung von ROS und die Bildung von ternidren Chrom-DNA-Addukten
zuriickzufiihren sind. Zudem wurde eine Beeintrachtigung der HR durch beide Metalle beobachtet,
jedoch konnten im Falle von Mangan keine endgiiltigen Aussagen iiber moglich beeinflusste Mecha-
nismen getroffen werden. Im Gegensatz dazu konnten inhibierende Effekte auf BRCA1 und Rad54
durch Chromat festgestellt werden. Dies lasst moglicherweise auf epigenetische Verdnderungen der
Gensequenzen dieser Reparaturgene oder entsprechender Promotorregionen schliefen. Zusitz-
lich verursachte Chromat einen Shift zum fehlerbehafteten MME], wobei die zugrundeliegenden

Mechanismen der Verschiebung nicht abschlief}end geklart werden konnten.



1 Zusammenfassung

Abstract

DNA double strand breaks (DNA-DSB) are the most serious DNA damage induced by various
endogenous and exogenous factors. Different mechanisms to repair DNA-DSB exist, including
non-homologous endjoining (NHE]), homologous recombination (HR), single strand annealing
(SSA) and microhomology-mediated endjoining (MME]). The mechanisms NHE], SSA and MME]
can be error-prone, while HR is a largely error-free process. If DNA-DSB cannot be repaired
without errors, sequence information is lost, which can subsequently lead to mutations and thus
contribute to carcinogenesis. Such an impairment of DNA repair and its possible consequence of
carcinogenesis has already been shown for some metals. This exogenous impact may result in a
higher risk of cancer for persons in the metal-processing industry.

The influence of water-soluble manganese and chromate on the repair of DNA-DSB was investiga-
ted in cell-based assays, to possibly use the results for risk assessment of the metals. As an essential
trace element, manganese is indispensable for important functions and reactions in the human
physiology. At higher doses manganese can become toxic, where the main concern is the neurotoxic
potential. Chromate has a widespread application in steel industry and cement production and its

potential to cause lung cancer is already known.

Within the scope of the in vitro investigastions a concentration-dependend cytotoxicity of man-
ganese chloride (MnCl,) was observed in Hel.a S3 cells. In addition, depending on time and dose
manganese accumulated in HeLa S3 cells. The PFGE was used to investigate the influence of man-
ganese on the repair of X-ray induced DNA-DSB. The results showed a persistence of DNA-DSB
by manganese, indicating an induction of DNA-DSB and a possible inhibition of their repair. The
induction of DNA-DSB by reactive oxygen species (ROS) is suggested. The increased oxidative stress
response triggered by manganese has already been shown in a number of studies. To examine the
impact of manganese on different DNA-DSB repair pathways a reporter assay was used. U20S cells
were transfected with an individual, inactive green-fluorescent protein (GFP) expression cassette,
interrupted by a restriction site for endonuclease I-Scel. DNA-DSB were induced by I-Scel and the
number of GFP positive cells indication DNA repair were measured in the absence and presence
of manganese. While the repair mechanisms NHE] and MME] were unaffected by manganese, a
decrease in the number of GFP positive cells was observed for HR at low manganese concentrati-
ons and for SSA at higher concentrations. To investigate the possible mechanisms of inhibition,
important proteins of HR were examined using the method of immunofluorescence (IF). The
inhibition of proteins Rad51 and Rad54 could not be verified conclusively by the method applied
but proteins downstream in the repair process may be affected by manganese. DNA-polymerases
display another potential target for manganese which could explain the impaired HR measured by

the reporter assay. Gene expression analysis further showed an influence of manganese on different



genes of the DNA damage response, oxidative stress response as well as cell cycle regulation and
apoptosis. The observed altered gene expression of the DNA damage response support the results
of the PFGE and IF for the induction of DNA-DSB. In addition, the increased expression of genes
of the oxidative stress response indicates the induction of ROS and thus supports the hypothesis of
the induction of DNA-DSB by ROS. Subsequently cell cycle regulation and apoptosis were further
investigated on a cellular level, whereby no variations in cell cycle as well as the induction of cell

death mechanisms were observed.

In the second part of this dissertation the impact of chromate on the reapir of DNA-DSB was
examined. A concentration-dependend cytotoxicity of potassium dichromate (K,Cr;07) in the
range of 1 uM to 5 uM was observed in HeLa S3 cells. To investigate the influence of chromate on
the repair of DNA-DSB the reporter assay was used. The findings indicated no impact of chromate
on the repair mechanisms NHE] and SSA, while HR was completely inhibited and MME] was
greatly enhanced. We were able to detect Rad51 foci at the site of DNA-DSB by using the IF method.
Furthermore, chromate showed an induction of DNA-DSB as indicated by an increased number of
Rad51 foci. Other proteins involved in HR may be affected by chromate. When considering the
proteins BRCA1 and Rad54, a reduced foci formation was found. Chromate may induce epigenetic
changes in the gene sequences of the repair proteins could lead to reduced expression and thus
to an inhibited foci formation. The postulated mechanism for the induction of DNA-DSB is the
formation of ternary chromium-DNA-adducts with ascorbate, which can block the replication
fork and thereby induce DNA-DSB. The induction of ROS and the associated damage to the DNA
is also postulated. In addition, the cellular contents of Rad51 and Rad54 in the fractions of the
nucleus and cytoplasm were not affected by chromate. Finally, gene expression analysis of POLQ
was examined. POLQ encodes for polymerase #, which is an important protein in MME]. These
considerations were investigated in order to examine in more detail the progress of this repair but
no transcriptional change due to chromate was observed. The increased participation of MME] is

probably triggered by another mechanism.

In summary, the present study demonstrates an induction of DNA-DSB by the metals manganese
and chromate. The postulated mechanisms are presumably due to the generation of ROS and
the formation of ternary chromium-DNA-adducts. In addition, an impairment of HR by both
metals was observed. However, in case of manganese the exact underlying mechanisms was not
conclusive. In contrast, inhibitory effects of chromate on BRCA1 and Rad54 could be shown. This
suggests epigenetic changes in the gene sequences of these repair genes or their promotor regions.
In addition, chromate caused a shift to the error-prone MME], whereby the underlying mechanisms

could not be finally clarified.






2 Einleitung

Der Triager unserer genetischen Informationen kann regelmifig durch verschiedene exogene
und endogene Faktoren geschiadigt werden. Zu den exogenen Einfliissen zdhlen ionisierende
Strahlung, Zytostatika und auch Metallverbindungen, wihrend endogene Faktoren wie ROS,
Replikationsfehler und Basenverluste die DNA schiadigen konnen. Zur Aufrechterhaltung der
genomischen Stabilitit stehen dem menschlichem Organismus komplexe DNA-Reparatursysteme
zur Verfiigung. Die Art des DNA-Schadens entscheidet tiber das anzuwendende Reparatursystem,
wobei Basenfehlpaarungen in der DNA durch die mismatch repair, oxidative Schiden durch die
Basenexzisionsreparatur und Helix-verzerrende Strukturen durch die Nukleotidexzisionsreparatur
behoben werden (zusammengefasst in Christmann et al. 2003).

Zu den schwerwiegendsten Schiden gehoren DNA-DSB, da sie meist fiir erhebliche Effekte, wie
beispielsweise Austausch und Briiche in Chromosomen, und fiir den Zelltod verantwortlich sind.
Eine funktionierende Reparatur dieser Schiden ist aufgrund dessen essentiell (zusammengefasst in
Christmann et al. 2003 und Lieber 2010).

2.1 Bedeutung von DNA-Doppelstrangbriichen

Durch das Ablaufen von zelluliren Mechanismen entstehen jeden Tag etwa 10 bis 50 DNA-DSB pro
Zelle. Beispielsweise kann durch die Generierung von ROS, welche wihrend der oxidativen Phos-
phorylierung entstehen, die DNA geschiddigt werden. Dabei werden vor allem DNA-Einzelstrang-
briiche induziert. Nicht-reparierte DNA-Einzelstrangbriiche konnen wiahrend der Replikation
zu DNA-DSB umgesetzt werden. Zusitzlich konnen auch Replikationsstorungen an geschadigter
DNA zu DNA-DSB fiihren. Auflerdem konnen Fehlfunktionen in Kernproteinen, wie beispielswei-
se der Topoisomerase, zu DNA-DSB fiihren. Ein weiterer moglicher Mechanismus zur Schidigung
der DNA, stellt ionisierende Strahlung als exogener Faktor dar. Des Weiteren kann mechanischer
Stress an der DNA in DNA-DSB resultieren (Mori et al. 2018, zusammengefasst in Lieber 2010
und Mladenov und Iliakis 2011).

Diese schwerwiegenden Effekte konnen zur Genotoxizitdt beitragen, da bei einem DNA-DSB
Sequenzinformationen verloren gehen kdnnen. Zudem konnte eine Reparatur durch eine raum-
liche Trennung der DNA-DSB-Enden erschwert werden. Die Folge sind Chromosomenbriiche

und -austausch, wobei die Zelle den programmierten Zelltod (Apoptose) einleiten kann. Kénnen
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2 Einleitung

DNA-DSB nicht fehlerfrei repariert werden, fiihrt dies zu genetischen Mutationen und tragt zur

Kanzerogenese bei (zusammengefasst in van Gent et al. 2001, Lieber 2010).

2.2 Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Die Hauptreparaturmechanismen von DNA-DSB sind das NHE] sowie die HR. Als backup-pathways
konnen zusitzlich das SSA bei einer HR-Defizienz und des MME] bei einer nicht funktionsfidhigen
NHE] bzw. HR ablaufen (zusammengefasst in Lieber 2010).

2.2.1 Nicht-homologes Endjoining (NHE])

Der Grofiteil der entstehenden DNA-DSB wird durch das NHE] repariert, da dieser Weg in jeder
Zellzyklusphase ablaufen kann und keine Homologien zur Reparatur benétigt. Ein Nachteil des
NHE] stellt jedoch die Fehleranfilligkeit dar. Durch die Wiederverkniipfung der DNA-Enden
ohne Vorlage sind Deletionen, Insertionen sowie Fehlverkniipfungen moglich, weshalb dieser

Reparaturweg meist fehlerbehaftet ist (zusammengefasst in Christmann et al. 2003 und Lieber
2010).

In Abbildung 2.1 ist der schematische Ablauf des NHE] dargestellt. Entsteht ein DNA-DSB durch
exogene oder endogene Faktoren, wird die Proteinkinase ataxia telangiectasia mutated (ATM) durch
Autophosphorylierung aktiviert, wobei ATM fiir die Schadenserkennung und die Aktivierung von
weiteren Proteinen unerlasslich ist. AnschlieBend wird der Ku70-Ku80-Komplex mobilisiert und
an die Enden der DNA transportiert. Der Komplex Ku70-Ku80 schiitzt dabei die DNA-Enden vor
dem Abbau durch Exonukleasen und rekrutiert weitere Proteine. Hierzu gehort die Proteinkinase
DNA-PK, dessen katalytische Untereinheit (DNA-PK¢g) an den Komplex bindet und mit diesem ein
Holoenzym bildet. Zusammen stabilisiert dieser Proteinkomplex die DNA-Enden bis zur Ligation.
DNA-Enden mit Uberhingen miissen vor der Verkniipfung prozessiert werden. Hierfiir wird der
Mrel1-Rad50-Nbs1 (MRN)-Komplex verwendet. Dieser setzt sich aus den drei Proteinen Mrell,
Rad50 sowie Nbs1 zusammen. Mrel1 besitzt eine Exonuklease-Aktivitit, welche die DNA-Enden
schneidet. AbschliefRend wird X-ray repair cross complementing 4 (XRCC4) durch das Holoenzym
(Ku70-Ku80 und DNA-PKg) aktiviert und bildet mit der Ligase(IV) (LigIV) einen Komplex zur
Ligation der DNA-Enden (zusammengefasst in Christmann et al. 2003, Ohnishi et al. 2009 und
Lieber 2010 sowie Chang et al. 2017).
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Abbildung 2.1: Schematischer Ablauf des nicht-homologen Endjoining (NHE]). Ataxia telangiectasia
mutated (ATM) wird autophosphoryliert und dadurch aktiviert. Der Komplex Ku70-Ku80
bindet an die Enden der DNA und rekrutiert weitere Proteine. Die katalytische Unterein-
heit der DNA-Proteinkinase (DNA-PKcg) bindet an den Ku-Komplex und stabilisiert die
DNA-Enden bis zur Ligation. Zur Vorbereitung auf die Ligation der DNA-Enden wird
der Mrel1-Rad50-Nbs1 (MRN)-Komplex benétigt. Abschliefend werden X-ray repair
cross complementing 4 (XRCC4) sowie die Ligase(IV) (LigIV) aktiviert und die DNA-Enden
verkniipft (modifiziert nach Christmann et al. 2003).



2 Einleitung

2.2.2 Homologe Rekombination (HR)

Der Reparaturweg der HR stellt eine nahezu fehlerfreie Reparatur von DNA-DSB dar, da hierbei
die homologen Sequenzen des Schwesterchromatids als Vorlage fiir den Einbau von Nukleotiden
in den DNA-DSB dienen. Nachteilig an diesem Reparaturweg ist, dass dieser aufgrund des Schwes-
terchromatids nur in bestimmten Zellzyklusphasen stattfinden kann. Das Chromatid wird in der
S-Phase des Zellzyklus’ synthetisiert und steht somit nur in der spiten S- sowie G2-Phase zur
Verfiigung. Zudem fiihrt ein Fehler in der Homologie ebenfalls zu einer fehlerhaften Reparatur (zu-

sammengefasst in Lieber 2010).

Abbildung 2.2 zeigt den schematischen Ablauf der HR. Die Autophosphorylierung von ATM sowie
die Bindung des MRIN-Komplex an die DNA-Enden initiieren die HR. Dabei ist die Prozessierung
der DNA-Enden zur Entstehung von 3’-Uberhingen erforderlich. Diese Uberhinge werden durch
einen Komplex, bestehend aus Rad52 und carboxyterminal binding protein interaction protein (CtIP),
stabilisiert (Sartori et al. 2007, zusammengefasst in San Filippo et al. 2008). Anschliefend wird
breast cancer 1 (BRCA1) durch ATM phosphoryliert und somit aktiviert. Das Protein interagiert
mit partner and localizer of BRCA2 (PALB2) und breast cancer 2 (BRCA2) zu einem Komplex, wel-
cher fiir die Beladung des 3’-Uberhanges mit Rad51-Monomeren zustindig ist. Rad51 bildet am
Uberhang ein Nukleoproteinfilament mit Rad51-Paralogen (Rad51B, C, D, sowie XRCC2 und
XRCC3) aus (Sy et al. 2009, zusammengefasst in Powell und Kachnic 2003). Dieses Filament dringt
unter Zuhilfenahme von Rad54 in das Schwesterchromatid ein. Dabei ist das Protein Rad54 fiir die
Suche nach der homologen Sequenz sowie der Stabilisation von Rad51 verantwortlich. Zusitzlich
ist Rad54 durch seine Adenosintriphosphatase (ATPase)-Aktivitit in der Lage, die DNA zu ent-
winden und eine sogenannte D-Loop-Formation auszubilden (zusammengefasst in Mazin et al.
2010). Abschliefend wird durch die DNA-Polymerase ¢ der fehlende DNA-Strang neu syntheti-
siert und durch die DNA-Ligase verkniipft. Dabei bildet sich eine Holliday-Junction-Struktur aus,
welche in ein Crossing-Over- beziehungsweise Non-Crossing-Over-Produkt aufgelost wird. Das
Crossing-Over-Produkt zeigt hierbei einen DNA-Sequenz-Austausch zwischen den Chromatiden,
wiahrend das Non-Crossing-Over-Produkt keine Abschnitte tauscht. Durch eine erfolgreiche Re-
paratur von DNA-DSB durch die HR entstehen zwei identische DNA-Helices (Mazin et al. 2000,
zusammengefasst in Jackson 2002, Christmann et al. 2003 und Ohnishi et al. 2009 sowie Prakash
et al. 2015).
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Schematischer Ablauf der homologen Rekombination (HR). Die initialen Schritte der
HR sind die Bindung des Mrel1-Rad50-Nbs1 (MRN)-Komplexes an den DNA-Doppel-
strangbruch (DNA-DSB) sowie die Autophosphorylierung von ataxia telangiectasia mutated
(ATM). Die durch den MRN-Komplex gebildeten 3’-Uberhiinge werden von Rad52 sowie
carboxyterminal binding protein interaction protein (CtIP) stabilisiert. ATM phosphoryliert
breast cancer 1 (BRCA1), welches im Komplex mit breast cancer 2 (BRCA2) und partner and
localizer of BRCA2 (PALB2) die Monomere von Rad51 an den DNA-DSB rekrutiert. Das
Rad51-Filament dringt unter Zuhilfenahme von Rad54 in die homologe Sequenz ein. Es folgt
die DNA-Synthese und -Ligation, wobei zwei intakte DNA-Helices entstehen (modifiziert
nach Christmann et al. 2003).
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2 Einleitung

2.2.3 Single Strand Annealing (SSA)

Ein weiterer homologer Reparaturweg fiir DNA-DSB stellt das SSA dar. Das SSA wird insbesondere
bei der Inhibierung der HR initiiert, wodurch eine Funktion als backup-pathway vermutet wird.
Nachteilig hierbei ist jedoch, dass dieser Reparaturweg im Vergleich zur HR fehlerbehaftet ist.
Fiir die Reparatur eines DNA-DSB iiber das SSA werden, wie bei der HR, homologe Sequenzen
benotigt, jedoch greift das SSA nicht auf das Schwesterchromatid als Vorlage zuriick. Als repetitive
Sequenzen werden mehr als 25 Basenpaare, welche sich vor und nach dem DNA-DSB befinden,
verwendet. Die Abschnitte zwischen den Homologien und dem DNA-DSB gehen dabei verloren.
Aufgrund dessen kann dieser Reparaturweg zu Deletionen von mehr als 100 Basenpaaren und
somit zum Verlust an genetischen Informationen fithren. Zudem zeigt das SSA, wie die HR, eine
Zellzyklusphasen-abhingige Reparatur in der spiten S- sowie G2-Phase, wobei dies ebenfalls fiir
ein backup von einer nicht funktionsfihigen HR spricht (zusammengefasst in Morrical 2015 und
Mladenov et al. 2016 sowie Bhargava et al. 2016).

Abbildung 2.3 zeigt den schematischen Ablauf des SSA. Die initialen Schritte des SSA sind, wie bei
der HR, die Autophosphorylierung von ATM sowie die Bindung des MRN-Komplex und die damit
verbundene Resektion der DNA-Enden. Faktoren, die die Endresektion hemmen, unterdriicken
gleichzeitig das SSA. Hierzu zihlt 53BP1, welches die Reparatur mittels NHE] fordert. Die ent-
standenen 3’-Uberhinge werden anschlieRend mit replication protein A (RPA) beladen. AuRerdem
binden Rad52 und CtIP zur Unterstiitzung an die 3’-Uberhinge. Unterschiede zur HR zeigen
sich in der DNA-Synthese, wobei das SSA zunichst {iber Rad52 die homologen Sequenzen der
DNA-Stringe verbindet. Hierfiir gleiten die einzelstrangigen DNA-Bereiche aneinander vorbei, bis
Homologien von mindestens 25 Nukleotiden auftreten, an welcher die Basenpaarung iiber Wasser-
stoftbriickenbildung stattfinden kann. Im Gegensatz zur HR ist das SSA nicht von Rad51 abhingig.
Im Anschluss bildet excision repair cross complementing 1 (ERCC1) zusammen mit der Endonuklease
xeroderma pigmentosum F (XPF) einen Komplex, welcher fiir den Abbau der nicht-homologen
3’-Uberhinge verantwortlich ist. XPF besitzt eine Nukleasedomine, welche durch die Bindung
von ERCCI1 katalytisch aktiviert wird. Zusitzlich verstiarkt Rad52 die Nuklease-Aktivitit des Kom-
plexes. Nach der Entfernung der 3’-Uberhinge werden iiber eine DNA-Polymerase die fehlenden
Basen eingesetzt und abschlieffend iiber die Ligase(I) (Ligl) die DNA-Enden verkniipft (Marlis et al.
2009, zusammengefasst in Mladenov et al. 2016, Sallmyr und Tomkinson 2018).
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Schematischer Ablauf des Single Strand Annealing (SSA). Die initialen Schritte des SSA
sind die Autophosphorylierung von ataxia telangiectasia mutated (ATM) sowie die Resektion
der DNA-Enden durch den Mrel1-Rad50-Nbs1 (MRN)-Komplex. Zur Stabilisation der
entstandenen 3’-Uberhinge bindet carboxyterminal binding protein interaction protein (CtIP)
und Rad52 an die Uberhinge. Rad52 verkniipft im Anschluss die homologen Sequenzen
des DNA-Stranges. Das Protein excision repair cross complementing 1 (ERCC1) schneidet
im Komplex mit xeroderma pigmentosum F (XPF) die nicht-homologen Uberhinge und die
Ligase(I) (Ligl) verkniipft anschliefend die DNA-Enden (modifiziert nach Mladenov et al.
2016).
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2 Einleitung

2.2.4 Micro-mediated Endjoining (MME]J)

Ebenfalls fiir die Reparatur von DNA-DSB bekannt ist das MME]. Dabei nimmt das MME] im Nor-
malzustand der Zelle eine geringe Reparaturkapazitit ein. Es wird, wie das SSA, als backup-pathway
bezeichnet, da das MME] beim Verlust der Funktionen des NHE] bzw. der HR als robuster und
effizienter Reparaturweg gilt. Ahnlich zum NHE]J und dem SSA, ist auch das MME] fehlerbehaftet.
Dabei repariert das MME] deutlich langsamer als das klassische NHE]. Analog zum SSA und der
HR werden auch hier homologe Sequenzen des DNA-Stranges miteinander verkniipft, wobei beim
MME] kiirzere Homologien ausreichen. Wahrend das MME] tibereinstimmende DNA-Abschnitte
von 2 bis 20 Basenpaaren bendétigt, muss das SSA auf mehr als 25 Basenpaare zuriickgreifen. Auch
bei der Reparatur mittels MME] entsteht somit ein Verlust von Nukleotiden und genetischer In-
formation. Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass das MME] Zellzyklus-unabhingig agieren
kann, jedoch wurde nur eine geringe Aktivitit in der GO/G1-Phase nachgewiesen. Das MME]
ist immer mit Deletionen assoziiert, weshalb eine starke Mutagenitit von diesem Reparaturweg
ausgeht (Xiong et al. 2015, zusammengefasst in Mladenov et al. 2016, Bhargava et al. 2016 und Seol
et al. 2018 sowie Sallmyr und Tomkinson 2018).

Abbildung 2.4 zeigt den schematischen Ablauf des MME]. Das MME] wird durch die Bindung von
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (PARP-1) initiiert. Zeitgleich wird ATM autophosphoryliert und
das Schadenssignal somit weitergeleitet. PARP-1 konkurriert dabei mit dem Ku70-Ku80-Komplex
um die Bindung an die DNA-Enden, wobei allerdings bevorzugt der Ku70-Ku80-Komplex bindet.
PARP-1 und ATM sind dabei die initialen Schritte des MME] und fiir die Rekrutierung weiterer
Proteine verantwortlich. Die DNA-Endresektion erfolgt iiber den MRN-Komplex. Zur Unter-
stiitzung wird zusitzlich CtIP an die DNA-Enden rekrutiert, wobei 3’-Uberhinge entstehen. Die
ersten Schritte der Endresektion sind vergleichbar mit der Reparatur tiber die HR, wobei beim
MME] eine begrenzte Prozessierung zum Freilegen der Mikrohomologien ausreicht. Das MME]
richtet unter Verwendung mikrohomologer Sequenzen, von mindestens zwei Basenpaaren, die
DNA-Enden vor dem Verbinden aus, verkniipft diese miteinander und baut anschlieffend die
nicht-homologen Uberhinge mit Hilfe des ERCC1-XPF-Komplexes ab. AbschlieRend werden iiber
die Polymerase 6 (Pol ) die fehlenden Nukleotide eingesetzt und mit Hilfe von DNA-Ligasen die
DNA-Enden verkniipft (zusammengefasst in Bhargava et al. 2016 und Seol et al. 2018).
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Schematischer Ablauf des micro-mediated Endjoining (MMEJ). Die initialen Schritte
des MME] sind die Bindung von Poly(ADP-Ribose)-Polymerase-1 (PARP-1) sowie die Au-
tophosphorylierung von ataxia telangiectasia mutated (ATM). Die DNA-Enden werden
anschliefend durch den Mre11-Rad50-Nbs1 (MRN)-Komplex und das carboxyterminal bin-
ding protein interaction protein (CtIP) prozessiert. Daraufhin werden die Mikrohomologien
von mindestens zwei Basenpaaren miteinander verkniipft, die Uberhange mit Hilfe von
excision repair cross complementing 1 (ERCC1) und xeroderma pigmentosum F (XPF) abgebaut
und der DNA-Strang unter Verwendung der Polymerase 6 (Pol 0) aufgefiillt (modifiziert
nach Seol et al. 2018).
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2 Einleitung

2.3 Differenzierung der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur

Mit Hilfe des U20S-Reporter-Assays (Abbildung 2.5) kann die Funktionalitit der verschiedenen
DNA-DSB-Reparaturmechanismen HR, NHE]J, SSA und MME] iiberpriift werden. Hierzu sind
unterschiedliche Plasmide mit green-fluorescent protein (GFP) gekoppelt und in U20S-Zellen sta-
bil transfiziert. Unter Einsatz des Restriktionsenzyms [-Scel konnen DNA-DSB gezielt induziert
und dadurch die verschiedenen Reparaturwege selektiv eingeleitet werden. Das dabei entstehen-
de GFP-Signal kann mittels Durchflusszytometrie (FACS) gemessen werden. Eine Zelllinie des
Reporter-Assays ist U20S-DR-GFP, welche die HR widerspiegelt. Eine weitere Zelllinie stellt die
sogenannte U20S-EJ5-GFP dar, welche das NHE] reprisentiert. Die Zelllinie U20S-SA-GFP gibt
die Funktion des SSA und die U20S-EJ2-GFP des MME] an.

Fir die Reparatur tiber die HR wurde ein Plasmid in die Zellen transfiziert, welches zwei inaktive
GFP-Expressionskassetten enthilt. Die vorangestellte GFP-Sequenz wird durch eine Erkennungsse-
quenz fiir das Restriktionsenzym I-Scel unterbrochen, wihrend die nachgeschaltete GFP-Sequenz
in 3’-Richtung unvollstindig ist und als homologe Vorlage dient. Nach der Induktion des DNA-DSB
durch das Restriktionsenzym sowie dem damit verbundenen Ablaufen der HR entsteht aktives
GFP (Pierce et al. 1999, Gunn und Stark 2012). Das Plasmid, welches das SSA reprisentiert, be-
sitzt ebenfalls zwei inaktive GFP-Expressionskassetten. Die vorangestellte GFP-Sequenz ist in
5’-Richtung unvollstindig, wihrend die nachgeschaltete GFP-Sequenz in 3’-Richtung unvollstin-
dig ist und eine I-Scel Erkennungssequenz enthilt. Nach der Induktion des DNA-DSB und der
erfolgreichen Reparatur mittels SSA entsteht aktives GFP (Gunn und Stark 2012). Das Plasmid,
welches das NHE] widerspiegelt, enthilt eine GFP-Sequenz, welche vom Promoter des Gens
getrennt ist und somit die Entstehung von aktivem GFP verhindert. Der Promotor wird durch
eine Antibiotika-Resistenz (Puromycin), umgeben von zwei I-Scel Erkennungssequenzen, von der
GFP-Sequenz getrennt. Durch das Induzieren von zwei DNA-DSB kann die Puromycin-Sequenz
herausgeschnitten und der Promotor an die GFP-Sequenz gebunden werden. Hieraus resultiert
aktives GFP (Bennardo et al. 2008, Gunn und Stark 2012). Das MME] wird iiber ein Plasmid wider-
gespiegelt, welches aus einer [-Scel Erkennungssequenz, einem Stopcodon und einer vollstindigen
GFP-Sequenz besteht. Die Erkennungssequenz und das Stopcodon sind von einer Mikrohomologie
von 8 Nukleotiden umgeben. Wird durch das Restriktionsenzym ein DNA-DSB geschnitten, kann
iiber die Mikrohomologie das MME] ablaufen, wobei das Stopcodon verloren geht. Nach der
Reparatur iiber das MME] entsteht aktives GFP (Bennardo et al. 2008, Gunn und Stark 2012).
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der vier Reporter-Kassetten. Gezeigt sind die in U20S
stabil transfizierten Plasmide sowie ihr dazugehoriger Reparaturweg. Fiir die fehlerfreie
homologe Rekombination (HR) (links, blau) wurde ein Plasmid, mit einer vom Restrikti-
onsenzym I-Scel unterbrochenen green-fluorescent protein (GFP)-Sequenz (SceGFP) und
einer in 3’-Richtung unvollstindigen GFP-Sequenz (iGFP), generiert. Fiir das fehlerbe-
haftete Single Strand Annealing (SSA) (mitte links, rot) wurde ein Plasmid, welches eine
unvollstindige GFP-Sequenz in 5’-Richtung (5’GFP) sowie eine in 3’-Richtung unvoll-
stindige und durch I-Scel unterbrochene GFP-Sequenz (Sce3’GFP) beinhaltet, transfi-
ziert. Das fehlerbehaftete nicht-homologe Endjoining (NHE]) (mitte rechts, tiirkis) zeigt
ein Plasmid, bei welchem die GFP-Sequenz vom Promotor durch zwei I-Scel Schnitt-
stellen getrennt ist. Zusitzlich tragt dieses Plasmid zwischen den [-Scel-Sequenzen ei-
ne Antibiotika-Resistenz fiir Puromycin (PURO). Fiir das ebenfalls fehlerbehaftete micro-
mediated Endjoining (MME]) (rechts, gelb) wurde ein Plasmid mit einer I-Scel Schnittstelle
und einem Stopcodon vor der GFP-Sequenz (Sce-stopcodonGFP) entwickelt. Zusitzlich
enthalt das Plasmid einen Protein-Tag (tag). Durch eine transiente Transfektion von I-Scel
wird ein DNA-Doppelstrangbruch (DNA-DSB) erzeugt. Kann der, fiir das entsprechende
Plasmid bendtige Reparaturweg erfolgen, entsteht aktives GFP (GFP+), welches mit Hilfe
der Durchflusszytometrie (FACS) gemessen werden kann.
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2 Einleitung

2.4 Proteine der DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur

2.4.1 BRCA1

Das Tumorsuppressorgen BRCA I, welches auf dem Chromosom 17 lokalisiert ist, codiert fiir
ein gleichnamiges Protein mit einem Molekulargewicht von 220 kDa und 1.863 Aminosauren.
BRCAL ist an vielen wichtigen zelluldren Prozessen zur Aufrechterhaltung der genomischen
Stabilitdt beteiligt. Dabei wird das Protein bei der DNA-DSB-Reparatur, der DNA-Replikation, der
Chromatinremodellierung und der Ubiquitinierung von Proteinen eingesetzt. Zudem besitzt es
als Co-Aktivator bzw. Co-Repressor bei der Transkription, bei der Zellzykluskontrolle sowie der
Einleitung der Apoptose eine regulierende Funktion. Mutationen im BRCA I-Gen sind dabei zu 40
bis 45 % an Tumoren in Brust und Ovarien beteiligt (Miki et al. 1994, Mark et al. 2005).

In Abbildung 2.6 ist der schematische Aufbau von BRCA1 gezeigt. Das Protein BRCAT1 lasst
sich in drei Bereiche einteilen. Das N-terminale Ende weist dabei eine really interesting new ge-
ne (RING)-Domine auf, bei der zwei Zinkionen tiber sieben Cysteine und einem Histidin kom-
plexiert werden. Dabei kann diese Domine mit anderen Ringfingerproteinen interagieren und
ein Heterodimer bilden. Das Heterodimer mit dem Struktur-dhnlichen Protein BRCA1-associated
RING Domain-1(BARD1) beispielsweise besitzt eine Ubiquitinligase-Aktivitit. Proteine mit die-
sen Aktivititen konnen andere Proteine ubiquitinieren und somit zum Beispiel den Abbau von
dem Zellzyklus-Protein Cyclin B signalisieren. Eine Mono-Ubiquitinierung vom Histon H2 kann
wihrend der DNA-Reparatur stabilisierend wirken (Miki et al. 1994, zusammengefasst in Irminger-
Finger et al. 2016). Der zentrale Bereich des Proteins stellt eine indirekte DNA-Bindungsstelle dar.
Die Domine ist fiir eine Interaktion mit Proteinen wie PALB2 und BRCA2 zustindig. Dabei bildet
PALB2 mit den Proteinen BRCA1 und BRCA2 einen Komplex, welcher wiederum fiir die Rekrutie-
rung von Rad51 an den DNA-DSB verantwortlich ist. Zudem wird BRCA1 im zentralen Bereich
durch ATM phosphoryliert und somit aktiviert. Ebenfalls in der zentralen Doméne sind nuclear lo-
calization signal- sowie coiled-coil-Bereiche, welche fiir den Kerntransport und die Bindung weiterer
Proteine wichtig sind (zusammengefasst in Powell und Kachnic 2003 und Prakash et al. 2015 sowie
Jiang und Greenberg 2015). Am C-terminalen Ende des Proteins befinden sich zwei tandem-férmige
BRCAT1 carboxy terminus (BRCT)-Dominen, welche vor allem als Protein-Protein-Interaktionen
sowie als indirekte DNA-Bindungsstelle fungieren (Mark et al. 2005, zusammengefasst in Powell
und Kachnic 2003, Yu et al. 2003 und Rosen 2013 sowie Jiang und Greenberg 2015).
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Abbildung 2.6: Schematischer Aufbau von breast cancer 1 (BRCA1). Der N-terminalen Bereich weist
eine really interesting new gene (RING)-Doméne auf. Sie kann mit anderen Ringfingerprotei-
nen, wie BRCA1-associated RING Domain- 1 (BARD1) interagieren, wobei Heterodimere
mit Ubiquitinligase-Aktivitit entstehen. Im zentralen Bereich sind zwei Kernlokalisations-
Signale (NLS - nuclear localization signal) sowie indirekte DNA-Bindungsstellen tiber Protei-
ne der DNA-Schadensantwort und coiled-coil-Bereiche zu finden. Auch die Aktivierung des
Proteins iiber Phosphorylierung durch ataxia telangiectasia mutated (ATM) erfolgt in diesem
Bereich. Im C-terminalen Bereich sind die BRCA1 carboxy terminus (BRCT)-Doménen fiir
Protein-Protein-Interaktionen vorhanden (modifiziert nach Rosen 2013).

2.4.2 Rad51

Das Gen Rad51, welches auf dem Chromosom 15 lokalisiert ist, codiert fiir ein gleichnamiges
Protein mit einem Molekulargewicht von 39 kDa und 339 Aminosduren. Dabei zeigt Rad51 wichtige
Funktionen in der Zellproliferation und der homologen Rekombination. In der HR baut es am
3’-Uberhang ein Nukleoproteinfilament auf, welches zur Stabilisation des Uberhangs beitrigt
und spiter in das Schwesterchromatid eindringt. Mutationen im Rad51-Gen werden hiufig mit

Brusttumoren in Verbindung gebracht (Aihara et al. 1999).
In Abbildung 2.7 ist der schematische Aufbau des Rad51-Proteins dargestellt. Der N-terminale

Bereich des Proteins stellt eine indirekte DNA-Bindungsstelle fiir das Protein BRCA2 dar. Dabei ist
BRCA?2 fiir die Rekrutierung von Rad51-Monomeren an den 3’-Uberhang erforderlich und unter-
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stiitzt somit die Ausbildung des Nukleoproteinfilaments. Das Filament wird durch fiinf Thiolgrup-
pen gebildet, welche aus den Aminoséduren der Cysteine im Proteinriickgrat stammen (Baumann
et al. 1996, Aihara et al. 1999). Im zentralen Bereich des Proteins befindet sich ein Walker A- sowie
ein Walker B-Motiv. Diese Motive sind fiir die Bindung von Phosphat verantwortlich und besitzen
ATPase-Aktivitit. Sie unterstiitzten unter Energieaufwand die Ausbildung des helikalen Nukleopro-
teinfilaments mit Rad51-Paralogen (Rad51B, C, D, sowie XRCC2 und XRCC3) (Wiese et al. 2006).
Der C-terminale Bereich zeichnet sich durch eine nuclear matrix targeting signal (NMTS)-Region
aus, welche fiir den Transport in den Kern zustidndig ist. Zusitzlich sind diese Regionen direkte
DNA-Bindungsstellen (Modesti et al. 2007, Mladenov et al. 2009, Hilario et al. 2009).

N-Terminus C-Terminus

@D

NMTS
31 137 144 312 319
Indirekte Walker Direkte
DNA-Bindungsstelle B DNA-Bindungsstelle

Thiolgruppen
Ausbildung Nukleoproteinfilament

Abbildung 2.7: Schematischer Aufbau von Rad51. Der N-terminale Bereich stellt eine indirekte
DNA-Bindungsstelle iiber breast cancer 2 (BRCA2) dar. Dabei ist BRCA2 fiir die Rekrutie-
rung von Rad51 an den DNA-Doppelstrangbruch (DNA-DSB) verantwortlich. Im zentralen
Bereich befindet sich eine Walker-A- sowie Walker-B-Region, welche iiber Adenosintri-
phosphatase (ATPase)-Aktivitit verfiigen und Rad51-Paraloge an den DNA-DSB lagern.
Im C-terminalen Bereich befindet sich eine nuclear matrix targeting signal (NMTS)-Region,
welche fiir den Kerntransport zustindig ist und als direkte DNA-Bindungsstelle dient. Im
gesamten Protein verteilt sind weiterhin fiinf Cysteine mit zugénglichen Thiolgruppen, wo-
bei diese zur Ausbildung des Nukleoproteinfilaments beitragen (modifiziert nach Modesti
et al. 2007, Mladenov et al. 2009).
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2.4.3 Rad54

Das Rad54-Gen, welches auf dem Chromosom 1 lokalisiert ist, codiert fiir ein gleichnamiges
Protein mit einem Molekulargewicht von 84 kDa und 747 Aminosduren. Rad54 ist an wichtigen
Prozessen in der Reparatur von DNA-DSB sowie in der DNA-Replikation beteiligt. Mutationen in
Rad54 kénnen zu Tumoren fithren, wobei vor allem die Brust, die Prostata und das Lymphgewebe

betroffen sind (Rasio et al. 1997, zusammengefasst in Mazin et al. 2010).

Abbildung 2.8 zeigt den schematischen Aufbau von Rad54. Rad54 gehort zu den Helikasen der
super family 2, welche unter Verbrauch von Adenosintriphosphat (ATP) fiir die Entwindung der
DNA zustindig sind. Dabei weist Rad54 sieben Bereiche mit den fiir diese Helikasen klassischen
Strukturen auf, welche fiir Konformationsdnderungen innerhalb des Proteins und somit fiir die me-
chanische Bewegung von Rad54 verantwortlich sind. Durch diese Doménen wird die Fortbewegung
von Rad54 am DNA-Strang gewihrleistet, wobei je Minute und Rad54 Protein in etwa 1.000 ATP
Molekiile verbraucht werden. Typische DNA-Helikasen weisen an einzelstrangiger DNA verstirkte
ATPase-Aktivitit auf, wiahrend Helikasen der super family 2 dies vor allem an doppelstrangiger
DNA zeigen. Im zentralen Bereich des Proteins befinden sich zwei helikale Doménen, die zur
Trennung der DNA-Striange sowie fiir die Riickbildung der Chromatinstruktur zustidndig sind.
Die Funktionen von Rad54 sind essentiell fiir die Reparatur von DNA-DSB mittels HR. Hierbei
bietet der zentrale Bereich des Proteins die Moglichkeit, die homologe Sequenz im Schwester-
chromatid zu erkennen und die DNA in diesem Bereich zu entwinden. Anschliefend dringt das
aus Rad51-Monomeren bestehende Nukleoproteinfilament in diese DNA-Sequenz ein, wodurch
die fiir die HR wichtigen D-Loop-Strukturen durch Rad54 ausgebildet werden konnen (Thoma
et al. 2005, Agarwal et al. 2011, Deakyne et al. 2013). Rad54 stabilisiert wihrend des gesamten
Vorganges das ausgebildete Nukleoproteinfilament und baut es im Anschluss an die Stranginvasion
wieder ab. Eine bedeutende Rolle spielt hierbei insbesondere das N-terminale Ende von Rad54, da
es fiir die Bindung von Rad51 verantwortlich ist (Mason et al. 2015, zusammengefasst in Heyer
et al. 2006 und Mazin et al. 2010). Das C-terminale Ende von Rad54 weist eine Zink-bindende
Struktur auf, welcher Zink tiber zwei Histidine und zwei Cysteine komplexiert. Diese Region ist
fir die Stabilisierung des gesamten Rad54 Proteins verantwortlich (zusammengefasst in Mazin
et al. 2010).
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Abbildung 2.8: Schematischer Aufbau von Rad54. Rad54 gehort zu den super family 2 (SF2)-Helikasen,
welche unter Energieverbrauch die DNA entwinden. Das N-terminale Ende ist fiir die
Bindung von Rad51 zustindig. Im zentralen Bereich befinden sich sieben fiir Helikasen klas-
sische Strukturen, welche fiir die Entwindung der DNA verantwortlich sind. Zusitzlich sind
zwei helikale Doméinen (HD) vorhanden, welche zur Trennung der DNA-Stringe wihrend
der HR benoétigt werden. Am C-terminalen Ende befindet sich eine Zinkfinger-Struktur
zur Stabilisation des gesamten Proteins (modifiziert nach Mazin et al. 2010).

2.4.4 DNA-Polymerase 0

Das Gen POLQ, welches auf dem Chromosom 3 lokalisiert ist, codiert fiir die DNA-Polymerase 6,
die ein Molekulargewicht von 290 kDa und 2.590 Aminoséuren aufweist. Die Polymerase 6 ist vor
allem an der DNA-Reparatur beteiligt, wobei ihre Funktion in der Verkniipfung der DNA-Enden
iiber Mikrohomologien beim Reparaturweg des MME] liegt. Dabei zihlt die Polymerase 6 zu den
error-prone Polymerasen, welche eine geringe Genauigkeit bei der DNA-Verkniipfung aufzeigen. Es
konnte bereits in einigen Studien gezeigt werden, dass die Mutationsrate durch eine Uberexpression
der Polymerase 6 steigt. Zudem zeigt eine HR-Defizienz in Tumorzellen eine erhéhte Expression
der POLQ. Dies lasst vermuten, dass die genomische Stabilitdt durch ein verstarkt ablaufendes
MME] mit dieser fehlerbehafteten Polymerase beeintréchtigt ist. Zudem fithrten Mutationen im
POLQ-Gen zu Tumorbildungen in der Brust (Ceccaldi et al. 2015, Black et al. 2019, zusammengefasst
in Wood und Doublie 2016 und Beagan und Mcvey 2016).
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Abbildung 2.9 zeigt den schematischen Aufbau der Polymerase 6. Die Struktur der Polymerase 6
ist bislang noch nicht vollstindig aufgeklart. Das N-terminale Ende der Polymerase besitzt eine
Helikase Domine mit Walker A- und Walker B-Motiven, welche ATP-Bindungsstellen darstellen.
Dieser Bereich ist fiir die Entwindung der DNA unter Energieverbrauch zustindig. Ebenfalls
im N-terminalen sowie im zentralen Bereich der Polymerase sind drei Rad51-Bindungsstellen
zu finden, wobei iiber die Bindung von Rad51 die HR inhibiert werden kann. Ein erh6htes Auf-
kommen der Polymerase 6 fiihrte zu einer verstirkten Bindung von Rad51 an die Polymerase,
wodurch ein Aufbau des Nukleoproteinfilaments am DNA-Strang verhindert wurde (Ceccaldi
et al. 2016). Es scheint eine inverse Korrelation zwischen dem Ablauf der HR und der Reparatur
mit Hilfe des MME] vorzuliegen. Dabei ist dieser Zusammenhang moglicherweise auf die zuvor
beschriebene Interaktionen der Polymerase # mit Rad51 zuriickzufiihren (Ceccaldi et al. 2016). Der
zentrale Bereich der Polymerase hingegen ist unstrukturiert und wenig erforscht. Der C-terminale
Bereich besteht aus der Polymerase Domine, welche fiir den Einbau der Nukleotide und die
DNA-Verkniipfung zustindig ist. Dabei wird die DNA in 5’-3’-Richtung synthetisiert. Zudem ist
eine inaktive 5’-3’-Exonuklease-Funktion in einer separaten Domine enthalten (Black et al. 2019,

zusammengefasst in Wood und Doublie 2016 und Beagan und Mcvey 2016).

N-Terminus C-Terminus

868 900
Helikase Doméne Zentrale Doméne Polymerase Doméne
ATP Bindungsstelle
Separation
der DNA-Striange
Walker Rad51 Inaktive
A Bindungsstellen Exonuklease Doméne

Abbildung 2.9: Schematischer Aufbau der Polymerase 6. Das N-terminale Ende zeigt eine Helikase Do-
mine mit Walker-A- und Walker-B-Regionen, welche Adenosintriphosphat (ATP)-Bind-
ungsstellen aufweisen und unter Verbrauch von ATP die DNA entwinden kénnen. Zudem
sind im N-terminalen und zentralen Bereich Rad51-Bindungsstellen vorhanden. Der zen-
trale Bereich ist unstrukturiert und wenig erforscht. Der C-terminale Bereich besteht aus
der Polymerase Domaine, welche zur DNA-Synthese benétigt wird. Zudem ist eine inaktive
Exonuklease Domine im C-terminalen Bereich vorhanden (modifiziert nach Black et al.
2019).
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2.5 Mangan

Mangan ist ein essentielles Spurenelement, welches ubiquitar in elf verschiedenen Oxidationsstufen
(-IIT bis +VII) vorkommt. Mangan ist dabei in Verbindung mit anderen Elementen vorzufinden,
wobei Sauerstoff, Schwefel und Chlor die Hauptbindungspartner darstellen. Das Metall ist das
zehnt-haufigste Element in der Erdkruste, die im Durchschnitt einen Gehalt von 0,1 % Mangan
besitzt. Der Einsatz des Metalls erstreckt sich von der Stahlindustrie iiber die Herstellung von
Batterien bis hin zum Einsatz als Antiklopfmittel in Kraftstoffen. Zudem ist Mangan als Bestandteil
in Herbiziden und Fungiziden wie Mancozeb enthalten (Bader et al. 1999, Cowan et al. 2009, zusam-
mengefasst in Yokel 2009). Beruflich exponierte Menschen in der Stahlindustrie nehmen Mangan
vor allem als Metallstaub tiber die Lunge auf, wihrend der Grofiteil der Allgemeinbevolkerung das
Spurenelement iiber die Nahrung aufnimmt. Hierbei sind hohe Gehalte von Mangan in Getreide,
Niissen, Reis und vor allem in Teebldttern vorzufinden. Die tiber die Nahrung aufgenommene
Menge wird im Verdauungstrakt zu etwa 3 bis 8 % resorbiert. In einem normalen zelluldren Zustand
unterliegt Mangan einer homdostatischen Regulation, welche ein funktionierendes Gleichgewichts-
system zwischen der Aufnahme und Ausscheidung im Korper darstellt. Diese Regulation kann
durch erhohte Exposition des Spurenelements sowie durch andere Elemente wie Eisen gestort
werden. Aufgrund der dhnlichen chemischen Eigenschaften von Mangan und Eisen nutzen die
beiden Metalle denselben Resorptionsweg. Die Aufnahme in die Zelle wird iiber den divalent metal
transporter-1 (DMT-1) im Darm gesteuert, wihrend die anschliefende Verteilung im Korper tiber
Transferrin erfolgt. Demzufolge besteht eine inverse Korrelation zwischen der Aufnahme von
Eisen und Mangan (zusammengefasst in Garrick et al. 2006, Fitsanakis et al. 2010 und Chen et al.
2018 sowie Bjorklund et al. 2020).

Das essentielle Spurenelement Mangan ist an vielen zelluliren Reaktionen des menschlichen
Organismus beteiligt. Dabei sind insbesondere die Oxidationsstufen +II und +III von Bedeutung,
wobei dreiwertiges Mangan vor der Aufnahme zu zweiwertigem Mangan reduziert wird. Mangan
wird vor allem in Prozessen des Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsels sowie beim Knochenaufbau
benotigt. Zudem ist es fiir das Immunsystem und der Regulation des Blutzuckers von Bedeutung;
zusammen mit Vitamin K fordert es die Blutgerinnung. In einigen Enzymen, wie beispielsweise der
Superoxiddismutase (SOD), fungiert Mangan als Cofaktor. Diese dient als Abwehrsystem fiir ROS
und setzt Superoxidanionen zu Wasserstoffperoxid um. Dabei ist die SOD tiberwiegend in den
Mitochondrien zu finden. Zudem wird Mangan auch im Zellkern fiir die Aktivierung von ATM
und somit als initialer Schritt bei der Reparatur von DNA-DSB benotigt. Des Weiteren ist der in
der DNA-DSB-Reparatur vorkommende MRN-Komplex Mangan-abhingig. Das Spurenelement

ist auflerdem als Cofaktor in der Acethylcholinesterase, welche die Spaltung des Neurotransmitters
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Acetylcholin fordert, vorzufinden. Zusitzlich zeigt Mangan auch Funktionen als Cofaktor in der
Glutaminsynthetase, welche zur Bildung von Glutamin benoétigt wird, sowie in der Arginase, welche
im Harnstoftzyklus eine wichtige Rolle spielt (Paull und Gellert 1998, zusammengefasst in Aschner
und Aschner 2005 und Santamaria 2008 sowie Zoroddu et al. 2019).

Die zuldssige Tagesdosis von Mangan liegt bei 1,8 mg fiir Frauen und 2,3 mg fiir Manner, wobei dies
nur Schitzwerte und keine empfohlenen Aufnahmemengen sind. Die tigliche Aufnahmemenge von
Mangan liegt dabei in Deutschland bei 2,4 mg fiir erwachsene Frauen und 2,7 mg fiir erwachsene
Mainner. Eine Unterversorgung von Mangan mit Auswirkungen auf Wachstum, Knochenaufbau
und Fertilitdtsstorungen wird selten beobachtet. Eine erhohte Aufnahme tritt meist bei chroni-
scher beruflicher Exposition von Manganstaub auf (zusammengefasst in Aschner und Aschner
2005). Zum Schutz beruflich exponierter Menschen legte die MAK-Kommission (maximale Ar-
beitsplatzkonzentration) Grenzwerte auf 0,2 mg Mangan/m? fiir Stiube und 0,02 mg Mangan/m?
fiir alveolengingige Stiube fest (Hartwig 2011). Trotz essentieller Funktionen von Mangan kon-
nen bei einer vermehrten Akkumulation des Metalls erhebliche toxische Effekte auftreten. Vor
allem neurodegenerative Erkrankungen werden mit einer langjidhrigen Mangan-Exposition in
Verbindung gebracht. Beim sogenannten Manganismus wird Mangan in den Basalganglien des
Gehirns angereichert und akkumuliert in den Mitochondrien (Gavin et al. 1990, Morello et al.
2008). Dabei wird vermutet, dass Mangan vor allem in den Mitochondrien anzutreffen ist, da die
SOD auf Mangan als Cofaktor angewiesen ist. Zudem ist der Efflux von Mangan im Gegensatz
zur Aufnahme wesentlich langsamer, weshalb die Toxizitit des Metalls zusétzlich erhoht wird. Fir
die neurotoxischen Wirkungen werden mehrere Mechanismen postuliert, welche moglicherweise
simultan ablaufen. Der am hiufigsten diskutierte Mechanismus ist die Beeintridchtigung der At-
mungskette in den Mitochondrien und der damit einhergehenden Generierung von ROS sowie dem
Einleiten der Apoptose. Das vermehrte Sterben der Neuronen fithrt dabei zu motorischen Defiziten,
akuten Verhaltensauffilligkeiten, Halluzinationen und Psychosen (zusammengefasst in Aschner
und Aschner 1991 und Bowman et al. 2011 sowie Farina et al. 2013). Zudem ist bereits bekannt, dass
Mangan auf zelluldrer Ebene die DNA-Einzelstrangbruch-Reparatur durch die Inhibierung der
PARP-1 beeinflusst und selbst auch DNA-Strangbriiche verursacht. Die postulierten Mechanismen
fur die Beeintrachtigung der Reparatur der DNA-Einzelstrangbriiche sind die Interaktion von
Mangan mit den Zink-bindenden Motiven von PARP-1 sowie ebenfalls die Induktion von ROS
durch Mangan (Bornhorst et al. 2010). Auflerdem konnten verschiedene Studien bereits zeigen,
dass Mangan mit dem essentiellen Element Magnesium interagieren kann und dieses beispiels-
weise in DNA-Polymerasen ersetzt, wobei die Genauigkeit der Polymerase negativ beeinflusst
wird (zusammengefasst in Vashishtha et al. 2016). Aufgrund dieser zelluldren Effekte konnte die

genomische Stabilitdt durch Mangan beeintrachtigt werden.
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2.6 Chrom

Chrom ist ein ubiquitir vorkommendes Ubergangsmetall. Dabei kann es in Oxidationsstufen von -1
bis +VI vorliegen, wobei die Oxidationsstufen 0, +II, +I1I sowie +VI am hdufigsten anzutreffen sind.
Chrom ist das zwanzig-haufigste Element der Erdkruste und vor allem in Verbindungen wie Kro-
koit (PbCrO4) und Chromit (FeCr,O4) vorzufinden. Die Einsatzgebiete von Chrom sind vielfiltig,
so wird das Metall in der Stahlindustrie zum Schutz vor Korrosion sowie zur Erh6hung des Harte-
grades vor allem in der Edelstahlherstellung eingesetzt. Zudem werden Chrom(III)-Verbindungen
in der Ledergerbung zur Verbesserung der Stabilitit der Kollagenfasern und der Widerstandsfa-
higkeit verwendet. Bei diesen Prozessen treten hiufig Riickstinde und Verunreinigungen durch
Chrom(VI) auf. Des Weiteren kommen Chrom-Verbindungen als Pigmente in Farbstoffen zum
Einsatz. Ebenfalls betroften sind Arbeiter in der Zementindustrie, da Chrom in den Ausgangsstoffen

zur Herstellung von Zement vorkommt (zusammengefasst in Barceloux 1999).

Beruflich exponierte Menschen nehmen Chrom vor allem inhalativ auf, wihrend die Allgemeinbe-
volkerung das Metall oral tiber die Nahrung aufnimmt. In Lebensmitteln sind hohe Chromgehalte
in Fleischprodukten, Fetten und Olen zu finden, wihrend Brot, Niisse und Friichte geringere
Mengen aufweisen (zusammengefasst in Domke et al. 2004). Die Resorptionsrate im Darm liegt
durchschnittlich bei 0,5 bis 2 %, wobei vor allem Chrom(III)-Verbindungen in Lebensmitteln

vorkommen (Lim et al. 1983, zusammengefasst in Ducros 1992 und Pechova und Pavlata 2007).

Die essentielle Rolle von Chrom fiir den menschlichen Organismus ist bis heute umstritten. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass die intravendse Gabe von Chrom(III) Symptome von Diabe-
tes lindert (Brown et al. 1986). Dabei konnte ein Chrom-bindendes Oligopeptid (Chromodulin),
welches die Insulinaktivitit beeinflusst, entdeckt und aus verschiedenen Tierarten isoliert werden.
Chromodulin besteht aus den Aminosduren Glycin, Cystein, Glutamat und Aspartat, welche zusam-
men vier Chromionen koordinieren. Dabei scheint durch Chromodulin zusitzlich die Sensitivitat
des Insulinrezeptors verstiarkt zu werden (zusammengefasst in Pechova und Pavlata 2007). Zudem
wird vermutet, dass auch der Lipidstoftwechsel durch Chrom beeinflusst werden kann. Die Mecha-
nismen hierzu sind bisher unbekannt, jedoch konnte ein Absinken des Cholesterinspiegels nach
Chrom(III)-Supplementierung festgestellt werden (zusammengefasst in Vincent 2000, Pechova
und Pavlata 2007 sowie Lewicki et al. 2014).

Die Toxizitdt von Chrom-Verbindungen hingegen ist gut erforscht, wobei diese abhingig von der

Oxidationsstufe und dem Expositionsweg ist. Chrom(VI)-Verbindungen konnen, aufgrund ihrer

strukturellen Ahnlichkeit zu Phosphaten und Sulfaten, {iber Anionentransporter schnell in die
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Zelle aufgenommen werden. Diese Verbindungen weisen eine hohe Toxizitdt auf. Im Gegensatz
dazu kénnen Chrom(III)-Verbindungen nicht in die Zelle aufgenommen werden, weshalb diese
Verbindungen weitestgehend als nicht toxisch gelten. Chrom(VI) wird nach der Aufnahme tiber
Ein- und Zweielektronensysteme zu Chrom(III) reduziert, wobei diese Reaktionen unter Betei-
ligung der Reduktionsmittel Ascorbat und Glutathion durchgefiihrt werden. Die entstandenen
Chrom-Intermediate (Chrom(V), Chrom(IV), Chrom(III)) sind in der Lage, mit der DNA Addukte
zu bilden und diese dadurch zu schidigen. Hierbei zeigt Chrom(III) eine hohe Affinitit zur DNA,
wobei zusitzlich Querverbindungen mit Molekiilen wie Ascorbat, Glutathion, Histidin und Cy-
stein entstehen konnen. Dabei zeigen die terndren Chrom-DNA-Addukte mit Ascorbat ein hohes
mutagenes Potential. Chrom(III) bindet dabei hauptsichlich an das Phosphatriickgrat der DNA,
wobei ebenfalls Verbindungen iiber N7-Guanin bekannt sind (zusammengefasst in Eastmond et al.
2008 sowie Wise und Wise 2012). Die ternidren DNA-Addukte fithren wihrend der Replikation zu
verstarkten Basenfehlpaarungen, wobei die Proteinkomplexe der mismatch repair zur Reparatur an
diese DNA-Addukte binden, die Replikationsgabel blockieren und ein DNA-DSB generiert wird.
Es konnte bereits festgestellt werden, dass mismatch repair-profiziente Zellen zu einer erhohten
Induktion von DNA-DSB beitragen, wiahrend mismatch repair-defienzente Zellen keine DNA-DSB
unter Einfluss von Chromat generieren (Reynolds et al. 2007, zusammengefasst in Zhitkovich
et al. 2005, Salnikow und Zhitkovich 2008 sowie Wise und Wise 2012). Bei der Reduktion von
Chrom(VI) zu dessen Intermediaten werden zudem ROS generiert, welche die Zelle schidigen
konnen (zusammengefasst in Zhitkovich 2005). Die entstandenen DNA-DSB konnen iiber die
Reparaturwege NHE], HR, SSA und MME] behoben werden, wobei es bereits Hinweise auf in-
hibierende Effekte von Chrom(VI) auf die nahezu fehlerfreie HR gibt, wodurch die genomische
Stabilitidt gefihrdet sein konnte (Browning et al. 2016). Zudem konnte bereits gezeigt werden,
dass eine chronische Exposition von Chrom(VI)-Verbindungen zu einer Hypermethylierung von
Reparaturgenen, wie beispielsweise des Gens hMLH 1 der mismatch repair, fiihrt und somit deren
Expression inhibiert (Takahashi et al. 2005, Hu et al. 2018). Die mismatch repair-Defizienz fiihrt zur
sogenannten Mikrosatelliten (MS)-Instabilitdt. MS sind sich oft wiederholende DNA-Abschnitte
von ungefihr 6 Basenpaaren, wobei Instabilitit durch Fehlpaarungen sowie einem Defekt in der
mismatch repair ausgelost wird. Die Folgen sind das vermehrte Auftreten von Mutationen und
dem damit verbundenen erhohten Risiko einer Tumorentstehung (Hirose et al. 2002, Takahashi
et al. 2005, zusammengefasst in Karran 1996 sowie Wise und Wise 2012). Auferdem wurde durch
Chrom(VI) die Entstehung von Chromosomenaberrationen und Mikronuklei mit ganzen Chromo-
somen sowie mit Fragmenten beobachtet. Chrom(VI)-Verbindungen kénnen somit als aneugen
und klastogen betrachtet werden (Benova et al. 2002, zusammengefasst in Salnikow und Zhitkovich

2008). Neben den genotoxischen und mutagenen Wirkungen konnten auch reproduktionstoxische
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und kanzerogene Mechanismen von Chrom(VI) festgestellt werden. Vor allem beruflich exponierte
Menschen sind Chrom-Verbindungen ausgesetzt, wobei Chrom(VI) eine verminderte Fertilitit
bei Arbeitern in der Stahlindustrie hervorrief (Hjollund et al. 2000). Zudem wurde ein verstirktes
Auftreten von Lungenkarzinomen sowie Tumoren des Nasenepithel und der Nasennebenhhlen
durch Chrom(VI) beobachtet (zusammengefasst in Zhitkovich 2005 und Eastmond et al. 2008). Auf-
grund dieser Erkenntnisse stufte die International Agency of Research on Cancer (IARC) Chrom(VI)
als krebserzeugend beim Menschen in Gruppe 1 ein (IARC 1990).

Neben den genannten toxischen Wirkungen von Chrom konnten ebenfalls Kontaktekzeme be-
obachtet werden. Aufgrund der vielseitigen Anwendung des Metalls stellt die Haut einen weite-
ren Resorptionsweg von Chrom-Verbindungen dar. Die Allgemeinbevolkerung ist hierbei durch
das Tragen von Lederprodukten betroffen, wihrend beruflich exponierte Personen vor allem
in der Zementindustrie mit Chrom in Kontakt kommen. Dabei konnte festgestellt werden, dass
Chrom bei langfristiger Exposition allergische Reaktionen hervorruft. Die sogenannte Chrom-
allergie ist schwer behandelbar und wird bevorzugt durch Chrom(VI) ausgelost, wobei dies auf
die bessere Resorptionsrate von hexavelentem Chrom zuriickgefithrt werden kann (Bregnbak
et al. 2014, Shigematsu et al. 2014). Aufgrund dieser Erkenntnisse spielen insbesondere sechs-
wertige Chrom-Verbindungen eine auslosende Rolle bei der genomischen Instabilitidt sowie bei

epigenetischen Veranderungen.
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Die DNA wird tdglich durch exogene und endogene Faktoren geschidigt, wobei DNA-DSB die
schwerwiegendsten Schidden darstellen. Zur Reparatur von DNA-DSB stehen dem menschlichen
Organismus die Hauptreparaturwege NHE] und HR sowie die backup-pathways SSA und MME]
zur Verfiigung. Die HR ist dabei einer der wichtigsten Reparaturwege, damit DNA-DSB fehlerfrei
behoben werden konnen. Kann ein DNA-DSB nicht fehlerfrei repariert werden, fithrt dies zu
Mutationen und tragt zur Kanzerogenese bei. Durch verschiedene Faktoren, wie beispielsweise
Metallexpositionen, kann die Reparatur von DNA-DSB beeintrachtigt werden, wobei vor allem
beruflich exponierte Personen in der metallverarbeitenden Industrie einem erhohtem Risiko einer
Krebserkrankung ausgesetzt sind (zusammengefasst in Lieber 2010 und Dueva und Iliakis 2013

sowie Seol et al. 2018).

Zur Risikobewertung auf Basis der Aufklidrung von molekularen Zellmechanismen befasst sich die
vorliegende Arbeit mit dem Einfluss von Metallen auf die Reparatur von DNA-DSB. Dabei werden
die Metalle Mangan und Chrom in Form von wasserloslichen Verbindungen aufgrund der essenti-
ellen Funktionen von Mangan und der vielfiltigen Verwendung in der Industrie beider Metalle
beziiglich ihrer Wirkung auf die Reparatursysteme NHE], HR, SSA und MME] mit verschiedenen

zellbasierten Methoden untersucht.

Zur Festlegung eines geeigneten Konzentrationsbereichs fiir darauffolgende Experimente wird
zunichst die zytotoxische Wirkung von MnCly, in der Modellzelllinie HeLa S3 durch Bestimmung
der Lebendzellzahl, der Koloniebildungsfihigkeit (CFA) und des zelluliren ATP-Gehaltes betrachtet
und anschlieRend die zelluldre Aufnahme von Mangan mittels Atomabsorptionsspektrometrie
(AAS) bestimmt. Zur Untersuchung des Einflusses von Mangan auf die Reparatur von DNA-DSB
soll zunichst die PFGE, als direkter Nachweis von DNA-DSB, erste Hinweise iiber die Induktion
von DNA-DSB durch das Metall selbst und mogliche inhibitorische Effekte auf das Reparatursystem
von strahleninduzierten Schdden geben. AnschliefRend wird der Reporter-Assay in U20S-Zellen
angewandt, da dieser Assay die separate Betrachtung der Reparaturwege NHE], HR, SSA und MME]
ermoglicht. Zur Untersuchung der an der HR beteiligten Proteine soll die Methode der IF, als
indirekter Nachweis von DNA-DSB, herangezogen werden. Hierbei werden Rad51 und Rad54 als

spezifischen Markerproteine der HR untersucht. Zudem sollen Genexpressions-Analysen mit der
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in unserer Arbeitsgruppe etablierten Methode der Hochdurchsatz real time-quantitative polymerase
chain reaction (HT RT-qPCR) durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse sollen Aufschluss tiber mogliche
zugrundeliegende zellulire Wirkmechanismen geben. Abschlief}end werden ausgewihlte Effekte,

welche auf Genexpressions-Ebene beobachtet werden, auf zelluldrer Ebene tiberpriift.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschiftigt sich mit dem Einfluss von Chromat auf die Reparatur von
DNA-DSB. Zunichst werden ebenfalls die zytotoxischen Wirkungen, mit den selben Methoden,
wie bereits fiir Mangan beschrieben, von K, Cr,O7 in HeLa S3-Zellen untersucht, um anschliefend
in einem geeigneten Konzentrationsbereich mogliche Effekte auf die Reparaturwege der DNA-DSB
mit Hilfe des Reporter-Assays zu betrachten. Mit Hilfe spezifischer Fluoreszenz-markierter Anti-
korper werden daraufhin Proteine der HR unter Einfluss von Chromat untersucht. Eine inhibierte
Rekrutierung von Rad51 nach einer Behandlung mit Chromat-Partikeln wurde im zelluldren
Testsystem bereits gezeigt, dabei wurde ein fehlender Transportmechanismus von Rad51 in den
Kern postuliert (Browning et al. 2016). Im Rahmen dieser Arbeit soll basierend auf diesen Ergeb-
nissen der Einfluss der 16slichen Chromat-Verbindung auf Rad51 und weitere involvierte Proteine
wie BRCA1 und Rad54 untersucht werden. Zudem soll die Bestimmung des Proteingehaltes von
Rad51 und Rad54 der Zellfraktionen Aufschluss tiber mogliche Verdnderungen im Zytoplasma und
Zellkern geben. Ein verdnderter Gehalt an Rad51 bzw. Rad54 in den entsprechenden Fraktionen
konnte in diesem Zusammenhang zu einer fehlerhaften Reparatur fithren. Abschlieflend wird tiber
Genexpressions-Untersuchungen der POLQ das MME] in HeLa S3-Zellen genauer betrachtet. Die
erhohte bzw. verminderte Expression der Polymerase kann Aufschluss tiber eine mogliche anteilige

Verschiebung der Reparaturwege geben.
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Im folgenden Kapitel werden die fiir diese Dissertation verwendeten Materialien und durchgefiihrte
Versuche aufgefiihrt. Des Weiteren sind Verbrauchsmaterialien, Chemikalien sowie hergestellte
Puffer und Losungen, benétigte Kits und ergidnzende Versuche im Anhang beschrieben (siehe Kapitel
8 sowie Kapitel 9). Verwendete Materialien sowie Chemikalien, Losungen und Puffer wurden vor
Gebrauch sterilfiltriert, hitzeautoklaviert oder heiRluftsterilisiert und anschlieflend unter einer
Sicherheitswerkbank der Stufe 2 verwendet. Fiir Versuche, welche mit Escherichia coli (E. coli)
durchgefithrt wurden, wurden verwendete Medien zuvor autoklaviert und Antibiotika-Ldsungen

sterilfiltriert.

4.1 Zellkultivierung

Nachfolgende Versuche wurden in der humanen Gebarmutterhalskrebs-Zelllinie HeLa S3 durchge-
fithrt. Lediglich der Reporter-Assay wurde aufgrund der gesteigerten Transfektionseffizienz in der
Osteosarkom-Zelllinie U20S angewandt. Die Methode des Reporter-Assays sowie die dazugehori-
gen Zelllinien wurden von Jeremy Stark entwickelt (Gunn und Stark 2012). Zur Verfiigung gestellt
wurden die stabil transfizierten U20S-Zellen von Prof. Dr. George Iliakis (Universititsklinikum

Essen, Institut fiir medizinische Strahlenbiologie).

Zur Kultivierung der Zelllinien wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) verwendet,
welches 10 %iges fetales Kilberserum (FKS) und 100 U/ml Penicillin sowie 100 p1g/ml Strepto-
mycin enthielt. Die Zellen wurden alle 2-3 Tage passagiert, wobei die hierfiir verwendeten Lo-
sungen vor Gebrauch auf 37°C im Wasserbad temperiert wurden. Nach Absaugen des Mediums
folgte phosphatgepufferte Salzlgsung (PBS) zum Waschen der Zellen sowie die Behandlung mit
0,25 %iger Trypsinlosung fiir 30 Sekunden und anschlieRendem Aufbewahren fiir 3 Minuten im
Brutschrank. AnschlieBend wurden die Zellen in Zellkulturmedium aufgenommen und resuspen-
diert. Im Brutschrank herrschen 37°C, 5 % CO,-Gehalt und 95 % Luftfeuchtigkeit.
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Nach Aufnahme der Zellen im Medium konnte die Zellzahl am Casy®CellCounter der Firma Roche
bestimmt werden. Anschliefend wurde eine definierte Anzahl an Zellen zur Subkultivierung in
frischem Medium in eine neue Zellkulturschale weitergesetzt. Nach etwa 20 Passagen wurden die

Zellen verworfen und frisch aufgetaut (siehe Kapitel 4.2).

4.2 Kryokonservierung und Inkulturnahme

Die Kryokonservierung von Zellen dient zur Langzeitaufbewahrung in Flussigstickstoft. Hierfiir
wurden die Zellen, wie in Kapitel 4.1 beschrieben, abgelost und gezahlt. Die Zellen wurden bei 4°C,
1.300 rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in Einfrierme-
dium aufgenommen. Das Einfriermedium bestand aus 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in FKS. Es
wurden 1,5 bis 2¥10® Zellen pro Milliliter in Kryorshrchen aliquotiert. AnschlieBend wurden die
Zellen in einer Isopropanolaufbewahrung (Mr. Frosty) aufbewahrt, wobei eine konstante Abkiihlung

von -1°C je Stunde stattfand. Danach erfolgte die Uberfiihrung in den Stickstofftank.

Zum Auftauen der Zellen wurde 37°C temperiertes DMEM in ein 15 ml Rohrchen vorgelegt,
die Zellen im Wasserbad angetaut und in das Rohrchen iiberfiihrt. AnschlieRend wurde bei 4°C,
1.300 rpm fiir 3 Minuten zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in frischen
Medium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in eine Zellkulturflasche tiberfiihrt und im
Brutschrank aufbewahrt. Nach dem Anwachsen der Zellen (ca. 24 h) wurde frisches Medium auf

die Zellen gegeben. Nach 2-3 Passagen konnten die Zellen fiir Versuche verwendet werden.

4.3 Behandlung der Zellen

4.3.1 Inkubationen

Fir die nachfolgend aufgefiihrten Experimente wurden die Zellen mit verschiedenen Metalllosun-
gen behandelt. Die Inkubation erfolgte jeweils in der logarithmischen Wachstumsphase der Zellen.
Zunichst wurden Stammlésungen von MnCl; (10 mM, 100 mM) sowie von K,Cr,07 (0,2 mM,
2 mM, 20 mM) in bidestilliertem Wasser hergestellt und sterilfiltriert. Fiir die Behandlung wurde

das jeweilige Volumen der Stammldsungen berechnet und direkt in das Medium pipettiert.
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4.4 Zytotoxizitdtsuntersuchungen

4.3.2 Bestrahlung

Zur Induktion von DNA-DSB wurden die HeLa S3-Zellen nach einer Inkubationszeit von 24 h
bzw. 64 h mit 1 oder 80 Gy bestrahlt. Hierfiir wurde die Rontgenrohre Cell-Rad der Firma Fa-
xitron (140 kV, 4,5 mA) verwendet. Rontgenstrahlung wird dabei der ionisierenden Strahlung

zugeordnet.

4.4 Zytotoxizititsuntersuchungen

Zur Untersuchung der Zytotoxizitdt der Metallverbindungen wurde die Zellzahl, die CFA und der
ATP-Gehalt bestimmt. Dabei gibt die Zellzahl die akute und die CFA die langfristige Zytotoxizitit
an. Der ATP-Gehalt gibt Auskunft tiber die metabolische Aktivitit der Zellen. Experimente zur
Untersuchung der Zytotoxizitdt von Mangan wurden in Zusammenarbeit mit Frau Yvonne Gil

Pascual und Frau Ann-Kathrin Kull im Rahmen ihrer Masterarbeiten durchgefiihrt.

4.4.1 Zellzahl

Zunichst wurden 0,5%10° Zellen in einer 6 cm Zellkulturschale in Doppelbestimmung ausgestreut,
in der logarithmischen Wachstumsphase mit der Testsubstanz fiir 32 h inkubiert oder fiir 24 h
vorinkubiert, bestrahlt und 8 h nachinkubiert. Zusitzlich wurde die subchronische Zytotoxizitit
bestimmt. Hierfiir betrug die Zellzahl bei der Aussaat 0,25*10° und die Inkubationszeit 72 h. Zur
Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen, wie in Abschnitt 4.1 beschrieben, abgel6st und mit

Hilfe des Zellzdhlgerites Casy® gezihlt.

4.4.2 ATP-Gehalt

Das Prinzip des ATP-Assays beruht auf der Umsetzung von Luziferin in Gegenwart von ATP, O,
sowie Mg?* zu Oxyluziferin durch das Enzym Luziferase. Bei dieser Reaktion werden Photonen

proportional zum ATP-Gehalt der Probe freigesetzt. Der ATP-Gehalt gibt Aufschluss iiber die
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metabolische Aktivitit von Zellen. Zur Bestimmung des ATP-Gehaltes wurden nach der Zellzahl-
bestimmung 50.000 Zellen in 100 pl Zellsuspension pro Kavitdt in eine 96-well NUNC™-Platte
pipettiert. Zusitzlich wurde reines Zellkulturmedium als Blindwert mitgefiihrt. Die Platte wurde
30 Minuten bei Raumtemperatur dquilibriert, ebenfalls wurde der ATP-Assay-Mix des CellTiter-
Glo®2.0 Cell Viability Assay Kit’ langsam aufgetaut und nach Herstellerangaben angesetzt. Zu den
100 pl Zellsuspension wurden 100 pl ATP-Assay-Mix hinzugegeben. Der ATP-Gehalt wurde in

Dreifachbestimmung mittels Tecan Infinite® {iber Lumineszenz gemessen.

4.4.3 Koloniebildungsfihigkeit

Die CFA wurde im Anschluss an die Zellzahlbestimmung ermittelt. Hierfiir wurden 300 Zellen
pro 6 cm Zellkulturschale in Dreifachbestimmung weitergesetzt und fiir 8 Tage im Brutschrank
belassen. Anschlieffend wurde das Medium abgesaugt, die Kolonien mit PBS gewaschen und mit
96 %igem Ethanol fixiert. Danach erfolgte die Firbung der Kolonien mittels Giemsa®-Losung fiir
2 h. Nach dem Waschen der Schalen mit destilliertem Wasser, wurden diese tiber Nacht getrocknet.
Die Kolonien konnten anschlieffend mit Hilfe des Koloniezihlgerites Colony Counter BZG-30

ausgezihlt werden.

4.5 Zellulire Aufnahme mittels Graphitrohr-AAS

Unm die zelluliire Aufnahme von Mangan zu bestimmen, wurden 1¥10° Zellen in 10 cm Zellkultur-
schalen ausgestreut und, wie in Abschnitt 4.3.1 beschrieben, inkubiert. Dabei wurden Inkubations-
zeiten von 1 h bis 32 h gewihlt, um eine Zeitreihe der zelluliren Manganaufnahme betrachten zu
konnen. Die Versuche wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt sowie eine Kontrolle mitgefiihrt.
Durch Absaugen des Mediums wurde der Versuch abgebrochen, die Zellen mit PBS gewaschen
und mit Trypsin abgelost. Die Aufnahme der Zellen erfolgte in 5 ml 10 %igem FKS in PBS. Die
nachfolgenden Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Die Suspension wurde in 15 ml Rohrchen
iiberfiihrt, zentrifugiert (1.250 rpm, 4 Minuten, 4°C), der Uberstand abgenommen und die Zellpel-
lets mit 5 ml PBS gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation unter gleichen Bedingungen wurden
die Zellpellets in 5 ml PBS aufgenommen und die Zellzahl sowie das mittlere Zellvolumen mittels
Casy® bestimmt. Anschliefend erfolgte ein erneuter Zentrifugationsschritt (1.250 rpm, 4 Minuten,

4°C). Der Uberstand wurde abgesaugt und die Pellets in 1 ml PBS aufgenommen und in 1,5 ml
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Eppendorf Reaktionsgefifie iiberfiihrt. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (5.000 rpm,
5 Minuten, 4°C), wurde der Uberstand abgenommen und die Zellpellets bei -21°C aufbewahrt.

4.5.1 Zellaufschluss

Zur Messung des zelluliren Mangangehaltes mittels AAS wurden die Zellpellets mit 500 ul ei-
ner 1:1 Mischung aus 30 %iger H,O, sowie 69 %iger HNO3 aufgeschlossen. Nach vorsichtigem
Durchmischen der Suspension wurde diese schrittweise eingedampft. Die Starttemperatur betrug
65°C und wurde stiindlich um je 10°C bis 95°C erhoht und anschlieffend 9 h bei 95°C gehalten.
Der Riickstand wurde in 1 ml 0,2 %iger HNO3 aufgenommen und nach griindlichem Vortex-
en mittels Graphitrohr-Atomabsorptionsspektrometrie (GF-AAS) analysiert. Zusitzlich wurde
ein Aufschluss-Blindwert mitgefiihrt, um mogliche Kontaminationen in der Aufschlusslosung

auszuschlieRen bzw. zu berticksichtigen.

4.5.2 Messung an der AAS

Nach erfolgtem Aufschluss der Zellen konnte der Mangangehalt an der GF-AAS gemessen werden.
Hierfiir wurde das in Tabelle 4.1 angegebene Temperaturprogramm verwendet und 5 pl vom
Matrixmodifier bestehend aus Pd(NO3), und Mg(NO3); jeder Probe hinzugefiigt. Die Messung
wurde bei einer Wellenldnge von 279,48 nm durchgefiihrt, wobei die Stromstirke der verwendeten
Hohlkathodenlampe 20 mA betrug.

Tabelle 4.1: Temperaturprogramm der Manganbestimmung mittels Graphitrohr-AAS.

Temperatur Aufheizzeit Haltezeit Argonfluss

Schritt [°C] [sec] [sec] [m]/min]
Trocknung 1 110 30 30 250
Trocknung 2 130 1 30 250

Pyrolyse 1100 15 20 250
Atomisierung 2100 0 5 0

Ausheizen 2450 1 3 250
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Zu Beginn jeder Messung wurde eine Kalibrierung mit einem Manganstandard im Bereich von
0 bis 10 pg/1 durchgefiihrt. Zur Uberpriifung der Methode wurden zusitzlich externe und interne
Standards sowie Blindwerte gemessen. Die Empfindlichkeit der Methode wurde nach DIN 32645
mittels Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze berechnet (siche Anhang 9.4).

Experimente zur Untersuchung der zelluldren Aufnahme von Mangan mittels Graphitrohr-AAS

wurden in Zusammenarbeit mit Yvonne Gil Pascual im Rahmen ihrer Masterarbeit durchgefiihrt.

4.6 Pulsfeldgelelektrophorese

Die PFGE dient dem direkten Nachweis von DNA-DSB. Zusitzlich konnen iiber diese Methode
Riickschliisse auf einen moglichen Einfluss auf die DNA-DSB-Reparatur gezogen werden. Hierzu
wurden 2%10° Zellen in einer 10 cm Zellkulturschale in Doppelbestimmung ausgestreut. Die
Behandlung der Zellen erfolgte, wie in Abschnitt 4.3.1 beschrieben, fiir 24 h. Anschliefend wurden
die Zellen mit 80 Gy bestrahlt (siehe Abschnitt 4.3.2) und direkt nach der Bestrahlung bzw. 8 h
spater abtrypsiniert. Zusitzlich wurden alle Behandlungen ohne Bestrahlung mitgefiihrt. Die Zellen
wurden, wie in Abschnitt 4.1 aufgefiihrt, abgelost und in PBS mit 10 % FKS aufgenommen. Die
Zellzahlbestimmung erfolgte ebenfalls wie in diesem Abschnitt beschrieben. Die nachfolgenden
Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Es wurden 5*10° Zellen in ein 15 ml Réhrchen iiberfiihrt,
zentrifugiert (1.300 rpm, 3 Minuten, 4°C) und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde in
kaltem PBS aufgenommen und in ein Eppendorf Reaktionsgefaf} tiberfiihrt. Anschliefend erfolgte
ein erneuter Zentrifugationsschritt (1.300 rpm, 3 Minuten, 4°C), der Uberstand wurde abgesaugt
und das Zellpellet bei -80°C aufbewahrt.

Das Zellpellet wurde mit dem CGEF Mammalian Genomic DNA Plug Kit aufgearbeitet. Dabei
wurde zunidchst die enthaltene 2 %ige CleanCut Agarose geschmolzen und auf 50°C dquilibriert.
Zu dem Zellpellet wurde Zellsuspensionspuffer pipettiert und anschlieRend resuspendiert. Die
50°C warme Agarose wurde der Zellsuspension hinzugefiigt und die Probe durchmischt. Es folgte
eine ziigige Uberfithrung in den Blockchenformer, welcher anschliefend zur Verfestigung der
Suspension fiir 15 Minuten bei -20°C verblieb. Die stabilen Blockchen wurden aus dem Former
herausgelost und in Eppendorf Reaktionsgefifle gegeben. Hierzu wurde eine Extraktionslosung
bestehend aus Proteinase K Stock und Proteinase K Reaktionspuffer pipettiert, welche der Lyse
der Membranen sowie dem Proteinverdau dient. Die Blockchen wurden tiber Nacht bei 50°C mit

Extraktionslosung inkubiert.
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Nach erfolgreicher Extraktion sind klare Blockchen erkennbar. Diese wurden dreimal mit Wasch-
puffer fiir 1 h gewaschen und anschlieffend in 0,8 %iger Pulsed-field-Agarose (in 0,5-fachem Tris-
Borat-EDTA (TBE)-Puffer) gegeben. Zur Detektion der DNA wurde GelRed (1:10.000) hinzugefiigt.
Nach Erkalten des Gels wurde dieses in die vorgekiihlte CHEF-DR III-PFGE Apparatur mit
0,5-fachem TBE-Puffer als Laufmittel gelegt und das Experiment nach 30 Minuten Aquilibration
gestartet. Die PFGE hatte eine Laufzeit von 92 h, einen Feldwinkel von 120° mit einer elektrischen
Feldstirke von 1,5 V/cm und Pulszeiten von 5-5.000 Sekunden. Die Temperatur betrug 14°C wih-
rend der kompletten Laufzeit. Die Auswertung des Gels erfolgte am LAS-3000 Imaging System von
Fuji mit der Software AIDA Image Analyzer v.3.27 tiber die Grauwerte.

4.7 U20S-Reporter-Assay

Mit Hilfe des Reporter-Assays (Abbildung 2.5) kann die Funktionalitit der verschiedenen Reparatur-
mechanismen HR, NHE], SSA und MME] iiberpriift werden. Hierzu sind unterschiedliche Plasmide
mit GFP gekoppelt und in U20S stabil transfiziert. Unter Einsatz des Restriktionsenzyms I-Scel
konnen die verschiedenen Reparaturwege durch eine gezielte Induktion von DNA-DSB selektiv

eingeleitet werden. Das dabei entstehende GFP-Signal kann mittels FACS gemessen werden.

Die Zelllinie U20S-DR-GFP spiegelt die Funktion der HR wider, wihrend U20S-E]J5-GFP Zellen
mit einem Plasmid transfiziert sind, welches das NHE] reprisentiert. Die Zelllinie U20S-SA-GFP
gibt die Funktion des SSA und U20S-EJ2-GFP des MME] an. Die fiir diesen Versuch verwendeten
Plasmide sowie fiir deren Priparation gebrauchten Materialien, Kits, Losungen, Antibiotika und
Medien sind im Anhang 8 und 9.5 aufgefiihrt. Als Klonierungsstamm wurden die Bakterien E. coli

DH5« verwendet.

4.7.1 Transformation von E.coli

Zur Vervielfiltigung der Plasmide I-Scel (Restriktionsenzym) und pEGFP-N1 (Effizienz-Kontrolle)
wurde zunichst 2 pl der E. coli DH5« Zellen mit 0,1 ug Plasmid versetzt und fiir 5 Minuten
auf Eis inkubiert. Zur Offnung der Membranporen wurde die Hitzeschock-Methode angewandt,
bei der die Zellen fiir 30 Sekunden bei 42°C behandelt werden. Anschlief}end wurde erneut auf
Eis fiir 5 Minuten inkubiert. Nach Zugabe von 200 pul lysogeny broth (LB)-Medium wurde die
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Losung auf eine Agarplatte gegeben und gleichmifig ausgestrichen. Sowohl das LB-Medium sowie
die Agarplatten enthielten Antibiotika entsprechend der Resistenz des jeweiligen Stammes. Fiir
[-Scel wurde Ampicillin (100 p1g/ml) und fiir pPEGFP-N1 Kanamycin (15 pg/ml) verwendet. Die
ausgestrichene Agarplatte wurde tiber Nacht bei 37°C inkubiert.

4.7.2 Plasmidpraparation

Die Plasmidpriparation wurde mittels NucleoBond Xtra Midi Kit von Macherey-Nagel durchge-
fihrt. Zunichst erfolgte die Plasmidisolierung durch selektive Auswahl einzelner Kolonien von
der Agarplatte in Kulturkolben nach Fernbach mit 200 ml LB-Medium und Antibiotikum. Die
Bakterien wurden iiber Nacht bei 37°C und 225 rpm inkubiert. Anschlief}end wurden die Bakte-
rien abzentrifugiert (4.000 g, 10 Minuten, Raumtemperatur) und der Uberstand verworfen. Das
Zellpellet wurde in 8 ml Resuspensionspuffer (Buffer RES), mit RNase versetzt, aufgenommen und
resuspendiert. Im Anschluss wurde die Zelllyse unter alkalischen Bedingungen mit 8 ml Buffer LYS
durchgefiihrt, die Suspension invertiert und 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die Losung
wurde mit 8 ml Buffer NEU neutralisiert. Anschliefend wurde das Lysat iiber eine, mit Buffer EQU
dquilibrierte, Anionenaustauscher-Siule gegeben. Die Sdule wurde mit 8 ml Buffer Wash gewaschen
und nachfolgend die Plasmid-DNA mit 3 ml Buffer ELU eluiert. Die Plasmid-DNA wurde zur
Prizipitation mit 1,75 ml Isopropanol ausgefillt und zentrifugiert (15.000 g, 30 Minuten, 4°C), der
Uberstand abgenommen und das DNA-Pellet mit 1 ml Ethanol (70 %) gewaschen. Es wurde erneut
zentrifugiert (15.000 g, 5 Minuten, Raumtemperatur) und der Uberstand vorsichtig abgenommen.
Anschlieffend wurde das DNA-Pellet an der Luft fiir 10 Minuten getrocknet und die Plasmid-DNA

in 0,5 ml sterilem Wasser aufgenommen.

Im Anschluss wurde die Reinheit und der Gehalt der Plasmid-DNA photometrisch bestimmt.
Hierfiir wurde am Tecan Infinite® mittels NanoDrop die Proben in Doppelbestimmung aufgetragen
und die Absorption bei 260 und 280 nm sowie bei 260 und 230 nm bestimmt. Das Verhiltnis aus
260/280 beziehungsweise aus 260/230 gibt Aufschluss iiber die Reinheit der Plasmid-DNA. Werte
zwischen 1,8 und 2,0 (260/280) sowie grofer 2,0 (260/230) weisen auf eine sehr gute Reinheit und

auf nur geringe Mengen an Phenolen, Zucker, Proteinen und Salzen hin.
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4.7.3 Transfektion

Zunichst wurden 7,5%10* Zellen pro Well in einer 12-well Platte ausgestreut. Die Versuche wurden
in Doppelbestimmung angesetzt, wobei zusitzlich eine nicht transfizierte Kontrolle sowie eine
Transfektionseflizienz-Kontrolle mitgefiihrt wurde. In der logarithmischen Wachstumsphase (24 h
nach Aussaat) wurden die Zellen mit dem oben beschriebenen Plasmid, welches fiir das Restrikti-
onsenzym [-Scel codiert, transient transfiziert. Die Effizienz-Kontrolle hingegen wurde mit dem
Plasmid pEGFP-NI1 transfiziert. Fiir die Transfektionen wurde das Effectene Transfection Reagent
Kit von Qiagen verwendet. Dabei wurde 1 ug Plasmid DNA in 75 pul Buffer EC aufgenommen und
2,4 ul Enhancer hinzugefiigt. Die Losung wurde in Eppendorf Reaktionsgefidflen eine Sekunde
gevortext und anschlieflend das Gemisch zur DNA-Kondensation 5 Minuten bei Raumtemperatur
aufbewahrt. Es folgte die Zugabe von 6 yul Effectene sowie 10 Sekunden Durchmischen auf dem
Vortex-Schiittler. Zur Bildung der Effectene-DNA-Addukte wurde die Suspension 10 Minuten bei
Raumtemperatur dquilibriert und anschlieffend 400 1l Medium hinzugefiigt. Die gesamte Losung
wurde zu den Zellen in der 12-well Platte hinzu pipettiert und fiir 6 h im Brutschrank inkubiert.
Nach dieser Zeit wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit 1 ml warmen PBS
gewaschen. Nach der Transfektion wurden die Zellen mit den entsprechenden Metalllosungen
fiir 66 h inkubiert (siehe Abschnitt 4.3.1). Der Versuch wurde durch Absaugen des Mediums ab-
gebrochen. Es folgte die Bestimmung der Zellzahl (siehe Abschnitt 4.1) und das Uberfiihren in
Rundboden-Rohrchen.

4.7.4 Messung am Durchflusszytometer

Die Rundboden-Rohrchen wurden nach dem Ablgsen der Zellen auf Eis gelagert, 1,25 pl einer 1:20
verdiinnten Propidiumiodid-Lésung (1 mg/ml) hinzugefiigt und diese 30 Minuten auf Eis inkubiert.
Propidiumiodid interkaliert mit der DNA, kann jedoch nicht die Zellmembran lebender Zellen
passieren, wodurch eine Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen moglich ist. Anschlie-
Rend folgte die Messung des Propidiumiodid- sowie des GFP-Signals am FACS. Propidiumiodid
wird bei 488 nm angeregt und emittiert Strahlung bei einer Wellenldnge von 620 nm, wihrend GFP
ebenfalls bei 488 nm angeregt wird, jedoch bei 510 nm emittiert. Es wurden 50.000 Events pro Probe
gemessen. In der folgenden Abbildung 4.1 sind die GFP-Signale einer mit I-Scel transfizierten
Kontrolle (links) sowie die Transfektionseffizienzkontrolle pEGFP-NT1 (rechts) dargestellt.
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Abbildung 4.1: Exemplarische Darstellung der GFP-Signale nach Transfektion mit I-Scel (links)
und pEGFP-N1 (rechts). Die Abbildung zeigt zwei Dot Plots, welche das GFP-Signal einer
mit I-Scel transfizierten Kontrolle (links) sowie die Transfektionseffizienzskontrolle pEGFP-
N1 (rechts) widerspiegeln. Hierbei wurde die Zelllinie (U20S DR-GFP) verwendet, welche
zur Untersuchung der homologen Rekombination (HR) herangezogen wurde. Dabei wird
das Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-Signal gegen Allophycocyanin (APC-Cy?7) aufgetragen
und GFP positive (GFP+) Zellen markiert.

Zunichst wurde in einem Dot-Plot das Signal des Vorwirtsstreulicht (FSC) gegen das Signal
des Seitwirtsstreulicht (SSC) aufgetragen, um die Zellpopulation zu bestimmen. Aus diesem
konnten Einzelzellen (Singlets) von Dubletten unterschieden werden. Im Anschluss wurde das
Propidiumiodid-Signal der ausgewdhlten Singlets gemessen und die lebenden Zellen markiert. An-
schlieflend wurde das GFP-Signal der lebenden Zellen gemessen und auf die transfizierte Kontrolle

bezogen.
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4.8 Immunfluoreszenz

Die Methode der IF stellt einen indirekten Nachweis von DNA-DSB dar. Mit Hilfe von Fluores-
zenz-markierten Antikorpern kénnen spezifische Proteine der DNA-Reparaturwege angefiarbt und
mikroskopisch abgebildet werden. Durch die Farbung kann die Assoziation sowie die Dissoziation

von Proteinen an den DNA-Strang betrachtet werden.

Hierfiir wurden zunichst 1,5*‘105 Zellen auf Deckglidschen (& 1,2 cm) in 3,5 cm Zellkulturschalen
in Doppelbestimmung ausgestreut. Nach dem Anwachsen wurde in der logarithmischen Wachs-
tumsphase fiir 24 h inkubiert (siehe Abschnitt 4.3.1). Fiir Experimente mit 64 h Inkubationszeit
wurden hingegen nur 7,5%10% Zellen ausgestreut. Nach 24 h bzw. 64 h wurden die Zellen, wie in
Abschnitt 4.3.2 beschrieben, teilweise mit 1 Gy bestrahlt und fiir 8 h nachinkubiert.

Der Versuch wurde durch das Absaugen des Mediums abgebrochen. Durch die Zugabe von
3,7 %igem Formaldehyd in PBS wurden die Zellen auf den Deckgladschen fixiert. Nach 10 miniitiger
Fixierung bei Raumtemperatur wurde der Formaldehyd abgenommen und die Zellen dreimal
fir 5 Minuten mit PBS gewaschen. Zur Permeabilisierung der Zellmembran wurde 0,2 %iges Tri-
ton X-100 in PBS hinzugegeben und fiir 5 Minuten im Kiihlschrank belassen. Nachfolgend wurde
das Triton abgesaugt und die Zellen erneut dreimal fiir 5 Minuten mit PBS gewaschen. Anschlie-
lend folgte die Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen iiber Nacht bei 4°C. Hierzu wurde

2 %iges Bovines Serumalbumin (BSA) in PBS verwendet.

Fur die IF-Farbung wurden spezifische Antikorper von Proteinen der DNA-DSB-Reparatur sowie
das Zentromerprotein F (CENP-F) zur Markierung der Zellzyklusphase verwendet. Die Priméran-
tikorper wurden zunichst in 2 % BSA in PBS verdiinnt. Angaben zu Herstellern der verwendeten
Antikorper befinden sich im Anhang 8.4. Hierbei wurden anti-BRCA1 (Maus, 1:1.000) und an-
ti-CENP-F (Kaninchen, 1:500), anti-Rad51 (Kaninchen, 1:5.000) und anti-CENP-F (Maus, 1:500)
sowie anti-Rad54 (Maus, 1:1.000) und anti-CENP-F (Kaninchen, 1:500) jeweils in einem Eppendorf
Reaktionsgefiafd gemischt. Die Inkubation erfolgte in einer feuchten Kammer fiir 1 h bei Raum-
temperatur. Anschlieffend wurden die Deckgldschen dreimal fiir 5 Minuten mit PBS gewaschen.
Im Anschluss fand die Inkubation mit den Sekundirantikérpern, welche mit Fluoreszenzmarkern
gekoppelt sind, statt. Verwendet wurden anti-mouse Alexa Fluor®488-conjugated (Ziege, 1:500)
und anti-rabbit Cy3-conjugated (Ziege, 1:500) Antikorper. Die Inkubation der Sekundérantikorper
erfolgte ebenfalls fiir 1 h bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer. Es wurde erneut dreimal

fiir 5 Minuten mit PBS gewaschen und die Deckglidschen auf einem Objekttriger (7,6%2,6 cm)
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mit Vectashield Mounting Medium with 46-Diamidin-2-phenylindol (DAP]I) fixiert und luftdicht
versiegelt. Dabei ist DAPI ein DNA-interkalierender Farbstoft, welcher den Zellkern markiert.

Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Objektiv 63x). Hierfiir wurden je Deckgldschen
die Foci von 40 Zellen, die sich in der G2-Phase befanden, blind ausgezihlt. Die Werte wurden

gemittelt und bestrahlte sowie nicht bestrahlte Proben separat dargestellt.

4.9 Western Blot Analysen

Um den Gehalt ausgewihlter Proteine im Zytoplasma und Kern der Zellen zu bestimmen, wur-
de eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) mit anschlieflendem
Western Blot durchgefiihrt. Zur Gewinnung der Zellfraktionen wurde das Nuclear Extract Kit
von Active Motif verwendet. Zu Beginn wurden 2*10° Zellen in 15 cm Zellkulturschalen aus-
gestreut und in der logarithmischen Wachstumsphase fiir 32 h bzw. 72 h mit der Testsubstanz
inkubiert (siehe Abschnitt 4.3.1). Fiir 72 h Versuche wurden lediglich 1¥10° Zellen ausgestreut.
Die Experimente wurden in Einzelbestimmung durchgefiihrt und jeweils eine nicht behandelte
Kontrolle mitgefiihrt. Nach Ende der Inkubationszeit wurde durch Absaugen des Mediums der
Versuch abgebrochen und die Zellen mit 15 ml Phosphataseinhibitor in PBS gewaschen. Nach
dem Trypsinieren wurden die Zellen in 16 ml 10 %igem FKS in PBS aufgenommen und in 50 ml
Rohrchen iiberfiihrt. Anschlieffend wurde die Zellzahl mittels Casy® bestimmt, die Zellsuspension
zentrifugiert (200 g, 5 Minuten, 4°C) und der Uberstand abgesaugt. Die Zellpellets wurden bei
-80°C gelagert.

Zur Gewinnung der Zytoplasmafraktion wurde das Zellpellet in 1 ml 1x Hypotonic Buffer aufge-
nommen und resuspendiert. Anschliefend wurde die Zellsuspension in 1,5 ml Eppendorf Reakti-
onsgefifle tiberfiihrt und fiir 15 Minuten auf Eis inkubiert. Es folgte die Zugabe von 50 pl Detergens
zur Lyse der Zellmembran und das Durchmischen auf dem Vortex-Schiittler fiir 10 Sekunden. Im
Anschluss wurde die Zellsuspension zentrifugiert (14.000 g, 30 Sekunden, 4°C) und der Uberstand,

in welchem sich das zytoplasmatische Extrakt befand, bei -21°C aufbewahrt.
Die verbliebenen Zellpellets wurden zur Gewinnung der Kernextraktion verwendet. Hierfiir

wurden diese mit 100 pl Complete Lysis Buffer versetzt und 10 Sekunden auf dem Vortex-Schiittler

durchmischt. Zur vollstindigen Lyse der Kernmembran wurde die Suspension bei 150 rpm fiir
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30 Minuten auf Eis inkubiert. Nach erneutem Vortexen fiir 30 Sekunden wurde zentrifugiert
(14.000 g, 10 Minuten, 4°C) und der Uberstand (Kernfraktion) bei -21°C gelagert.

4.9.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Die photometrische Proteinbestimmung nach Bradford am Tecan Infinite® folgte, um eine gleichma-
Rige Auftragung der Proteinmenge auf dem Gel zu gewdhrleisten. Hierfiir wurde eine Stammlosung
aus BSA und bidestilliertem Wasser hergestellt und im Bereich von 0,01 mg/ml bis 0,075 mg/ml
kalibriert. Es wurden je 20 pl der Kalibrierlsungen und Proben in die Kavititen einer 96-well
Platte in Doppelbestimmung pipettiert. Zusitzlich wurden 180 ul Reaktionsgemisch, bestehend
aus 140 ul Wasser und 40 pl Bradford-Reagenz, hinzugefiigt. Die Absorption der Proben und Kali-
brierlosungen wurde bei 595 nm gemessen und der Proteingehalt mit Hilfe der Kalibriergeraden

bestimmt. Anschlieffend wurden 50 pug je 20 pl Probe fiir die Gelelektrophorese verwendet.

4.9.2 SDS-PAGE

Mittels SDS-PAGE kénnen Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Hierbei
schirmt SDS die Eigenladung der Proteine ab, sodass eine Auftrennung nach Molekulargewicht
und nicht nach Ladung der Proteine stattfindet. Zu den 50 ug Protein in 20 pl Probe wurden 5 pl
Ladepuffer gegeben und die Proben bei 95°C fiir 5 Minuten denaturiert. Anschliefend wurde das
Gel mit 25 pl Probe je Tasche beladen. Zusitzlich wurden 5 ul eines Proteinleiters als Molekular-
gewichtsmarker in eine gesonderte Geltasche pipettiert. Die nachfolgende Tabelle 4.2 zeigt die
Zusammensetzung des Gels, wobei ein 12 %iges Trenngel sowie ein 4 %iges Sammelgel verwendet
wurde. Die Trennung wurde vorerst fiir 5 Minuten bei 50 V und anschliefend fiir 60 Minuten bei
180 V in Tris-Glycin Puffer durchgefiihrt.
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Tabelle 4.2: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels.

Gel Zusammensetzung

1995 ul H,O

1250 pl Tris (1,5 M, pH 8,8)
50 411 SDS (10 %)

50 pl Glycerin

100 ul EDTA (0,1 M)

1500 pl Acrylamid

50 pl APS (10 %)

5 p]l TEMED

2930 ul H,O

500 pl Tris (1,5 M, pH 6,4)

40 ul SDS (10 %)
Sammelgel (4 %) 80 ul EDTA (0,1 M)

400 pl Acrylamid

40 pl APS (10 %)

10 11l TEMED

Trenngel (12 %)

4.9.3 Western Blot

Nach der Auftrennung der Proteine im Gel folgte der Transfer auf eine Polyvinylidenfluorid
(PVDF)-Membran mittels Western Blot. Hierfiir wurde zunichst die PVDF-Membran 10 Sekunden
in Methanol dquilibriert und anschlieffend mit Whatman-Paper und Glasfaservlies im zuvor gekiihl-
ten Transferpuffer 10 Minuten vorkonditioniert. Das Sammelgel wurde vom Trenngel entfernt
und verworfen. Anschliefend wurde das Trenngel ebenfalls im Transferpuffer vorkonditioniert.
Zur Ubertragung der Proteine auf die Membran wurde ein Tank-Blot-System verwendet, welches
nach der folgenden Abbildung 4.2 zusammengebaut und mit Transferpuffer befiillt wurde. Der
Proteintransfer erfolgte {iber Nacht bei 4°C und 30 V. Im Anschluss wurde zum Waschen der
Membran PBS mit Tween®20 (PBST) eingesetzt. Um die Ubertragung der Proteine zu iiberpriifen,

wurden die Proteinbanden zunichst mit dem Farbstoff Ponceau-S markiert.
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Kathode (-)

Vlies

2x Whatman-Paper

Gel

- Membran

= 2x Whatman-Paper

Vlies

Anode (+)

Abbildung 4.2: Aufbau eines Tank-Blot-Systems. Die Abbildung zeigt den Aufbau eines Tank-Blot-Sys-
tems, bei dem der Proteintransfer von Kathode zu Anode stattfindet. Auf die Kathode folgt
ein Vlies, zwei Whatman-Paper, das Gel sowie die Membran, erneut zwei Whatman-Paper
und Vlies.

4.9.4 Immunodetektion

Zunichst wurde die Ponceau-S-Losung mit bidestilliertem Wasser abgespiilt, um anschliefend die
unspezifischen Bindungsstellen der Membran zu blockieren. Die Membran wurde dafiir 1 h in
5 %iger Blocking-Losung (2,5 g Milchpulver/50 ml PBST) geschwenkt. Es folgte die Inkubation
mit dem Primérantikorper iiber Nacht bei 4°C. Hierbei wurden anti-Rad51 (Kaninchen, 1:500) und
anti-Rad54 (Maus, 1:500) verwendet. AnschlieRend wurde die Membran dreimal fiir 10 Minuten in
PBST gewaschen und mit dem Sekundirantikorper fiir 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
verwendeten Sekundirantikorper mouse anti-rabbit (1:1.000) und donkey anti-mouse (1:1.000) sind
horseradish Peroxidase (HRP) gekoppelt. Die Membran wurde erneut dreimal fiir 10 Minuten mit
PBST gewaschen. Zusitzlich wurden Ladekontrollen nach dem selben Schema angefirbt, um eine
gleichmifige Proteinauftragung sowie eine erfolgreiche Fraktionierung zu iiberpriifen und eine
semiquantitative Auswertung treften zu konnen. Als Ladekontrollen wurde fiir die zytoplasmatische
Fraktion anti-o-Tubulin (Maus, 1:500) und fiir die Kernfraktion anti-H3 (Kaninchen, 1:500) sowie
die oben beschriebenen Sekundirantikorper verwendet. Weitere Angaben zu den Herstellern der

Antikorper sind im Anhang 8.4 aufgefiihrt.
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Die Chemilumineszenz der HRP gekoppelten Antikorper wurde mittels Amersham ECL Prime
Western Blotting Detection Reagent Kit gemessen. Hierfiir wurde Reagenz 1 zu gleichen Teilen mit
Reagenz 2 gemixt und 1 ml fiir 1 Minute auf die Membran gegeben. Anschliefend wurde die

Membran am LAS-3000 Imaging System von Fuji gemessen.

Zur Auswertung der Proteinbanden wurde das Programm Aida Image Analyzer v.3.27 verwendet.
Hierfiir wurden die Peakfldchen der einzelnen Proteinbanden bestimmt und auf die Ladekontrol-
le normiert. AnschlieRend wurden die behandelten Proben auf die nicht behandelte Kontrolle

bezogen.

4.10 Genexpression

Mit Hilfe der HT RT-qPCR ist die gleichzeitige Untersuchung der Genexpression von 95 Genen in
96 Proben moglich. Die Methode erlaubt die Untersuchung ausgewihlter Gene der DNA-Schadens-
antwort, Apoptose und Zellzyklusregulation, Metallhomd&ostase, des Fremdstoffmetabolismus
sowie der oxidativen Stressantwort auf transkriptioneller Ebene (Fischer et al. 2016). Eine detail-

lierte Einteilung der Gencluster ist in Anhang 9.1 aufgefiihrt.

Hierfiir wurden zunichst 0,5%10° Zellen in 6 cm Zellkulturschalen ausgestreut und in der logarith-
mischen Wachstumsphase inkubiert. Die Versuche wurden in Doppelbestimmung durchgefiihrt
und teilweise bestrahlt. Nachfolgende Schritte wurden auf Eis durchgefiihrt. Nach einer Gesamtin-
kubationszeit von 32 h wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit Trypsin behandelt und in 3 ml
10 %igem FKS in PBS aufgenommen. Anschliefend wurde die Suspension in ein 15 ml R6hrchen
tiberfiihrt und zentrifugiert (1.300 rpm, 3 Minuten, 4°C). Der Uberstand wurde verworfen, das
Pellet in 1 ml PBS aufgenommen, die Suspension erneut zentrifugiert (1.300 rpm, 3 Minuten, 4°C)

und der Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet wurde bei -21°C gelagert.

4.10.1 RNA-Isolierung

Nach dem Pelletieren wurde die RNA der Zellen isoliert. Hierfiir wurde das NucleoSpin® RNA
Plus Kit verwendet. Die Isolation wurde auf Eis durchgefiihrt und alle Arbeitsflichen vorher mit

70 %igem Ethanol gereinigt. Die Zellpellets wurden in 350 ul Lysepuffer (LBP) resuspendiert,
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gevortext und anschliefend die Suspension auf eine DNA-bindende Siule gegeben und zentrifu-
giert (11.000 rpm, 30 Sekunden, 4°C). Die Sdule wurde verworfen und dem Eluat 100 pl Binding
Solution zugegeben. Die Losung wurde im Anschluss auf eine RNA-bindende Siule gegeben und
erneut zentrifugiert (11.000 rpm, 20 Sekunden, 4°C), um storende Proteine und Salze zu entfernen.
Nachfolgend wurde das Eluat verworfen und die Sdule mit 200 p1 Waschpufter 1 (WB1) gewa-
schen und zentrifugiert (11.000 rpm, 20 Sekunden, 4°C). Dieser Schritt wiederholte sich zweimal
mit 600 ul und 250 ul Waschpuffer 2 (WB2), wobei der Durchgang jedes Mal verworfen wurde.
Die Elution der RNA wurde nachfolgend mit 30 xl RNase-freiem Wasser mittels Zentrifugation
(11.000 rpm, 1 Minute, 4°C) durchgefiihrt. Das Eluat wurde zur Erhohung der Ausbeute erneut
auf die Sdule gegeben und anschliefend zentrifugiert (11.000 rpm, 1 Minute, 4°C). Im Anschluss
wurde sowohl der RNA-Gehalt als auch die Reinheit der RNA am Tecan Infinite® photometrisch
gemessen. Hierfiir wurde das Verhiltnis 260 nm zu 280 nm bestimmt und Werte grofier 2,0 als

akzeptabel angesehen. Die isolierte RNA wurde bei -21°C gelagert.

4.10.2 Reverse Transkription

Nach erfolgter Isolierung der RNA wurde diese mit Hilfe des gScript™ ¢DNA Synthesis Kits in
cDNA umgeschrieben. Hierfiir wurde 1 g RNA mit 5 pl Mastermix, bestehend aus 1 pl iScript
Reverse Transkriptase und 4 pl 5-fachem Reaction Mix, gemischt und auf 20 ] mit Nuklease-freiem
Wasser aufgefiillt. Nach dem Resuspendieren und Zentrifugieren erfolgte die cDNA-Synthese im
Thermocycler mit folgendem Temperaturprogramm: 25°C fiir 5 Minuten, 42°C fiir 30 Minuten,
85°C fiir 5 Minuten und 4°C Endtemperatur. Die cDNA wurde bei -21°C fiir maximal 2 Wochen
gelagert.

4.10.3 Preamplifikation und Exonukleaseverdau

Durch die Preamplifikation (STA) (Specific Target Amplification) wird gewéihrleistet, dass ausreichend
template-Menge der Zielgene vorhanden ist. Hierfiir wurden zundchst die 95 Primer-Paare gepoolt
und mit DNA-Suspensionspuffer versetzt. Die Endkonzentration des Pooled Primer Mix betrug
500 nM und wurde bei -21°C aufbewahrt. Hiervon wurden 0,5 ul je Probe fiir den Pre-Mix
verwendet, welche mit 2,5 ul 2-fach TagMan® PreAmp Master Mix und 0,75 pl PCR-zertifiziertes

Wasser gemischt wurden. Dieser Pre-Mix wiederum wurde mit 1,25 pl cDNA der Proben versetzt.
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Zusitzlich zu den Proben wurde eine Wasser-Kontrolle ohne template (NTC-STA) und eine RNA-
Kontrolle (noRT) mitgefithrt. Nach dem Durchmischen und Zentrifugieren wurde die STA im
Thermocycler durchgefiihrt. Dabei wurde folgendes Temperaturprogramm verwendet: 95°C fiir
10 Minuten, 12 Zyklen 95°C fiir 15 Sekunden sowie 60°C fiir 4 Minuten, 4°C Endtemperatur.

Im Anschluss an die STA wurde zum Entfernen der ungebundenen Primer ein Exonuklease-
verdau durchgefiihrt. Hierfir wurde zunichst eine Exonukleaselosung, bestehend aus 1,4 pul
PCR-zertifiziertem Wasser, 0,2 ;1 Exonuklease-Reaktionspuffer sowie 0,4 1 Exonuklease, herge-
stellt und zu den Proben pipettiert. Die Proben wurden erneut durchmischt und zentrifugiert. Im
Anschluss wurde im Thermocycler der Exonukleaseverdau nach folgendem Temperaturprogramm
gestartet: 37°C fiir 40 Minuten, 80°C fiir 15 Minuten, 4°C Endtemperatur. Nach dem Verdau wur-
den die Proben 5-fach mit TE-Puffer verdiinnt, durchmischt, zentrifugiert und anschliefend bei

-21°C gelagert.

4.10.4 Primer- und Probenvorbereitung

Zunichst wurden die forward und reverse Primer von 100 M auf 5 uM verdiinnt, indem 2,5 pl
Primer-Paar mit 25 pl 2-fach Assay Loading Reagent und 22,5 ;i1 DNA-Suspensionspufter versetzt
wurden. Dieser Reaktionsmix wurde bei -21°C aufbewahrt. Zusitzlich wurde eine No Reaction

Control (NRC) mit PCR-zertifiziertem Wasser anstelle des Primer-Paares mitgefiihrt.

Es wurden 2,25 ul der STA und Exonukleaseverdau behandelten Proben mit 2,5 pl 2-fach SsoFast™
EvaGreen® Supermix with low ROX und 0,25 ul 20-fachem DNA Binding Dye Sample Loading

Reagent versetzt. Zudem wurde eine Wasser-Kontrolle (NTC) mitgefiihrt.

4.10.5 96x96 Dynamic Array IFC qPCR Analyse

Nachdem die Primer und Proben vorbereitet wurden, erfolgte die Beladung des dynamic array
IFC (integrated fluidic circuit). Hierfiir wurden die beiden Akkumulatoren des dynamic array mit
dem Control Line Fluid befiillt und die Schutzfolie entfernt. Anschlieffend wurde der Chip mittels
Prime (136x) Programm im IFC Controller HX vorbereitet, indem das Fluid in alle Kanile des

Chips geleitet wurde. Daraufhin wurden je 5 ul der Proben sowie Primer in die Kavititen des
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Chips gegeben und erneut in den IFC Controller HX mit dem Load Mix (136x) Programm zur
Vermischung der Proben und Primer gegeben. Im Anschluss wurde der Chip in das BioMark™
HD System gestellt und die qPCR durchgefiihrt. Hierfiir wurde folgendes Temperaturprogramm
verwendet: 70°C fiir 40 Minuten, 60°C fiir 30 Sekunden, 95°C fiir 60 Sekunden, 30 Zyklen 96°C fiir
5 Sekunden und 60°C fiir 20 Sekunden.

4.10.6 Datenanalyse und Auswertung

Zur Datenanalyse und Auswertung wurden die Programme Fluidigm Real-Time PCR Analysis und
GenEx verwendet. Die Fluidigm Real-Time PCR Analysis Software wurde verwendet, um eine gleich-
mifige Beladung des Chips unter zu Hilfenahme des Referenz-Farbstoffes ROX zu tiberpriifen.
Die Cq-Werte der Zielamplifikate wurden unter Verwendung des Fluoreszenz-Farbstoffes Eva-
Green® ermittelt und als Heatmap dargestellt, mit welcher die erfolgreiche Durchfithrung mittels

Schwellenwertmethode tiberpriift wurde.

Anschlieffend wurde zur weiteren Verarbeitung der Daten die Software GenEx verwendet. Hierbei
wurden zunichst alle Cq-Werte grofer 22 entfernt und auf die Referenzgene (ACTB, B2M GAPDH,
GUSB, HPRT1) normalisiert. Die optimale Auswahl der Referenzgene wurde iiber die integrierten
Softwares geNorm und Normfinder bestimmt. Mittels AACy-Methode konnte daraufhin die relative
Transkriptmenge der Zielgene berechnet und auf die nicht behandelte Kontrolle bezogen werden,
wobei diese Kontrolle auf einen Expressionswert von 1 gesetzt wurde. Die nachfolgenden Formeln
4.1 - 4.3 wurden zur Berechnung herangezogen. Bei einer Veranderung der relativen Genexpression

um den Faktor 2, wurde von einem relevanten Einfluss ausgegangen.

ACq = Cq Zielgen ~ Cq Referenzgen (4.1)
AACq = ACq Behandlung ~ ACq Kontrolle (4.2)
Ratio = 2" AAC (4.3)

49



4 Material und Methoden

4.11 Zellzyklusverteilung und Apoptoseuntersuchungen

Zur Untersuchung der Zellzyklusverteilung und Apoptoseinduktion unter Einfluss von Mangan
mittels FACS wurden zunichst 0,5*‘106 Zellen in 6 cm Zellkulturschalen ausgestreut. Versuche
wurden in Einzelbestimmung durchgefiihrt, zusitzlich wurde eine Positivkontrolle mit Stauro-
sporin zur Induktion der Apoptose mitgefiihrt. Fiir Experimente mit einer Inkubationszeit von
72 h wurden lediglich 0,25%10° Zellen ausgestreut. Die Zellen wurden in der logarithmischen
Wachstumsphase inkubiert (siehe Abschnitt 4.3.1). Fiir die Inkubation mit 250 M Staurosporin

wurde eine 1 mM Stammldsung hergestellt und verdiinnt.

Nach 32 h bzw. 72 h wurden 150 ul des Mediums in ein Rundboden-Rohrchen tiberfiihrt, das
restliche Medium abgesaugt und die Zellen, wie in Abschnitt 4.1 beschrieben, abgeldst. Die Zellen
wurden in 1 ml Medium aufgenommen und resuspendiert. Anschlieffend wurden erneut 150 pl
Zellsuspension zu den 150 pl Medium zur Apoptose-Messung hinzugegeben. Die restliche Zell-
suspension wurde in ein neues Rundboden-Roéhrchen zur Zellzyklus-Bestimmung gegeben. Fiir
die Apoptose-Messung wurde ein Mastermix bestehend aus Ringer-Losung, Propidiumiodid und
Annexin V als Fluoresceinisothiocyanat-Konjugat (Annexin V-FITC) angesetzt. Fiir jedes Rohrchen
wurden 200 pl Ringer-Losung, 5 ¢l Propidiumiodid und 1 pl Annexin V-FITC benétigt. Es wurden
200 pl des Mastermixes zu den Rohrchen der Apoptose-Messung hinzugegeben und 30 Minu-
ten im Kiihlschrank inkubiert. Dabei farbt Propidiumiodid die DNA toter Zellen an, da es nicht
durch die Zellmembran intakter Zellen diffundiert. Wahrend Annexin V-FITC apoptotische Zellen
durch die Bindung an Phosphatidylserin, welches bei der Apoptose an die dulere Zellmembran
transponiert wird, markiert. Anschliefend wurden die Zellen am FACS gemessen. Propidiumiodid
wird, wie bereits beschrieben, bei 488 nm angeregt und emittiert Strahlung bei einer Wellenldange
von 620 nm, wihrend Annexin V-FITC ebenfalls bei 488 nm angeregt wird, jedoch Strahlung bei

530 nm emittiert. Fiir die Apoptose-Messung wurden 10.000 Events gemessen.

Die Rundboden-Rohrchen mit der Zellsuspension zur Zellzyklus-Bestimmung wurden zentri-
fugiert (1.300 rpm, 3 Minuten, 4°C) und der Uberstand abgenommen. Das Pellet wurde in 1 ml
PBS aufgenommen und resuspendiert. Um Zellagglomeration zu vermeiden, wurde tropfenweise
eiskaltes 96 %iges Ethanol auf dem Vortex-Schiittler hinzugegeben und die Zellen tiber Nacht
bei -21°C fixiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (1.300 rpm, 3 Minuten, 4°C), der
Uberstand wurde abgenommen und die Zellen in 1 ml DAPI-Losung aufgenommen. Die Fir-
bung erfolgte fiir 2 h auf Eis, danach wurden die Losungen am FACS gemessen. DAPI emittiert

Strahlung bei 455 nm und wird im UV-Bereich angeregt. Zur Bestimmung der Zellzyklusphasen-
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4.11 Zellzyklusverteilung und Apoptoseuntersuchungen

verteilung wurden 30.000 Events am FACS gemessen. Durch die unterschiedliche Intensitit des
Fluoreszenzsignals konnten die einzelnen Phasen des Zellzyklus bestimmt werden. Abbildung
4.3 zeigt die Apoptose-Messung von HelLa S3-Zellen, wobei Abbildung 4.4 die Einteilung der
Zellzyklus-Bestimmung am FACS darstellt.

Kontrolle Staurosporin
mc; Nekrose Nekrose und spéte Apoptose .na__ Nekrose Nekrose und spate Apoptose
] "
< ] < ]
& = E & “a E|
3 vital Apoptose 3 vital
o TTTT T T TTTTI] T T TTTTI T T TTTTT] T _1‘|||'|||'|' T TTTI =TT "“""il..‘ T T T TTTTT| T
10° 10 10" 10% 10 10 ' 10
FITC-A FITC-A

Abbildung 4.3: Exemplarisches Histogramm einer Apoptose-Messung am FACS. Dargestellt sind die
Histogramme von Hela S3-Zellen ohne Behandlung (links) sowie mit Staurosporin-Be-
handlung (rechts) als Positivkontrolle zur Induktion der Apoptose. Gezeigt ist die Einteilung
der Apoptose-Messung am FACS. Hierbei wird die Fliche des Propidiumiodid (PI) Signals
gegen die Fliche des Fluoresceinisothiocyanat (FITC) Signals aufgetragen. Vitale Zellen
sind PI und FITC negativ, da die Farbstoffe nicht die intakte Zellmembran passieren kénnen
(links unten). Apoptotische Zellen sind FITC positiv, da es zur Translokation des Phospha-
tidylserins an die Zelloberfliche apoptotischer Zellen kommt und FITC an diese binden
kann. Gleichzeitig sind die apoptotischen Zellen jedoch PI negativ, da PI die Zellmembran
nicht passieren kann (rechts unten). Zellen, welche sich in der Nekrose und spiten Apoptose
befinden, sind FITC und PI positiv (rechts oben). Nekrotische Zellen sind FITC negativ,
jedoch PI positiv (links oben).
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Abbildung 4.4: Exemplarisches Histogramm einer Zellzyklusphasenverteilung von HeLa S3-Zel-
len. Die Abbildung zeigt die Zellzyklusphasenverteilung von HelLa S3-Zellen. Hierbei
werden die gemessenen Events (Counts) gegen die Fliche des 4,6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI)-Signals (Hoechst Blue-A) aufgetragen. Dabei ist DAPI ein Fluoreszenzfarbstoft, wel-
cher an die DNA der Zellen bindet. Durch die unterschiedliche Intensitét des Fluoreszenz-
signals konnen die einzelnen Phasen des Zellzyklus’ in G1, S und G2 eingeteilt werden.

4.12 Primer-Etablierung

Um den Einfluss von Chromat auf die Transkription der POLQ zu untersuchen, wurden zunichst
Primer-Paare designt, deren Spezifitit und Effizienz gemessen und anschliefend eine konven-
tionelle QPCR durchgefiihrt. Das Primer-Paar fiir das Gen POLQ ist im Anhang 9.2 mit seinen

Parametern aufgefiihrt. Die Ergebnisse zur Primer-Etablierung sind im Anhang 9.3 aufgefiihrt.

4.12.1 Primer-Design

Zur Untersuchung der Transkriptmenge des Gens POLQ mittels konventioneller gPCR wurden
zundchst spezifische Primer-Paare designt. Hierfiir wurde als Software der Beacon Designer v.8.20

verwendet. Diese ruft Informationen zum Gen von der National Center for Biotechnology Information
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(NCBI) Datenbank ab, wobei hierfiir die dort hinterlegte NM-Nummer des Gens in die Software
kopiert und der zu verwendende Assay ausgewihlt wurde. Dabei gibt die NM-Nummer eine
bekannte Transkriptvariante des Gens wieder. Anschliefend wurde der SYBR® Green Design
Assay ausgewihlt. Daraufhin wurden Kreuzhomologien zu anderen Genen sowie Bereiche, welche
Template-Sekundarstrukturen bilden, ausgeschlossen. Zusétzlich wurden Primer-Konzentrationen
von 500 nM, ein G/C-Anteil von 40 bis 60 % sowie eine Schmelztemperatur von 60+5°C angegeben.
Weitere Kriterien des Primer-Paares waren eine Linge von 18 bis 24 Basenpaaren sowie eine
PCR-Produktlidnge von 100 bis 250 Basenpaaren. Um die Primer-Spezifitit weiterhin zu erh6hen
wurden Primer ausgewihlt, welche iiber eine Exon-Exon-Schnittstelle reichten. Hierbei ist der
Vorteil, dass diese erst in der RNA vorzufinden sind. Somit ist ein unerwiinschtes Anlagern der

Primer an die genomische DNA nicht moglich.

Diese Parameter ergaben sich aus der bereits etablierten HT RT-qPCR Methode aus unserem
Arbeitskreis, wodurch spater entstandene Primer dem Hochdurchsatz einfach hinzugefiigt werden

konnen.

4.12.2 Primer-Spezifitit

Um die Spezifitit des Primer-Paares zu tiberpriifen, wurde eine konventionelle qPCR durchgefiihrt
und anschlieffend die Grofie des PCR-Produktes mittels Gelelektrophorese nachgewiesen. Hierfiir
wurde zunichst der forward Primer mit dem reverse Primer 1:1 gemischt und gevortext. Anschlie-
Bend wurde 1 pl des Primer-Paares mit 10 pl SsoFast ™ EvaGreen® Supermix with low ROX und
1 pl cDNA gemischt und mit PCR-zertifiziertem Wasser auf 20 pl aufgefiillt. Die verwendete cDNA
wurde kommerziell erworben. Im Anschluss wurde die qPCR im Thermocycler durchgefiihrt,
wobei folgendes Temperaturprogramm verwendet wurde: 95°C fiir 1 Minute, 40 Zyklen 95°C fiir
5 Sekunden sowie 60°C fiir 20 Sekunden.

Nach Abschluss der qPCR wurde die Groe des PCR-Produktes mittels Gelelektrophorese iiber-
priift. Hierzu wurde ein 2 %iges Agarosegel verwendet, welches sich durch seine grofiporige
Eigenschaft gut zum Trennen von DNA-Fragmenten eignet. Zur Detektion wurde zusitzlich
GelRed (1:10.000) ins Gel gegeben. Zunichst wurden 7,5 ul Probe mit 1,5 ul Ladepufter versetzt und
in die Geltaschen pipettiert, wobei zusdtzlich 5 ul eines DNA-Leiters zur Groflenbestimmung der
DNA-Fragmente in eine gesonderte Tasche gegeben wurde. Die Elektrophorese wurde bei 110 V
fir 60 Minuten in 5-fachem Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer durchgefiihrt und das Gel mittels
LAS-3000 Imaging System von Fuji und der Software AIDA Image Analyzer v.3.27 ausgewertet.
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4.12.3 Primer-Effizienz

Die Primer-Effizienz wurde mittels kommerziell erworbener cDNA gemessen. Hierzu wurde die
cDNA schrittweise in PCR-zertifiziertem Wasser verdiinnt (1:5; 1:10; 1:50; 1:100 und 1:200) und, wie
bereits in Abschnitt 4.12.2 beschrieben, gemischt. Das Temperaturprogramm der Primer-Spezifitat
wurde ebenfalls zur Messung der Effizienz verwendet. Im Anschluss an die qPCR konnte tiber die
Cq-Werte und die Konzentration der cDNA eine Kalibrierung erstellt werden. Die Effizienz wurde
iiber die unten angegebene Formel 4.4 berechnet (Raymaekers et al. 2009). Dabei ist eine Effizienz

zwischen 0,9 bis 1,1 sowie ein Korrelationskoeffizient von 0,99 bis 0,999 akzeptabel.

E = 10(—1/—Steigung) ~1 (4.4)

4.13 POLQ Genexpression

Zur Untersuchung des Einflusses von Chromat auf die Transkriptmenge der POLQ wurde eine
konventionelle qQPCR durchgefiihrt. Hierbei wurden die Proben, wie im Kapitel 4.10 beschrieben,
ausgestreut, inkubiert und abgebrochen, wobei zusitzlich ein Inkubationszeit von 72 h mitgefiihrt
wurde. Des Weiteren wurden die Proben in der selben Weise, wie in den Abschnitten 4.10.1 bis
4.10.3 beschrieben, behandelt. Fiir die konventionelle QPCR wurde das Temperaturprogramm,
welches in Abschnitt 4.10.5 beschrieben ist, verwendet und die Cq-Werte der Zielamplifikate unter
Verwendung des Fluoreszenz-Farbstoffes EvaGreen® ermittelt. Als Referenzgen wurde GAPDH
verwendet und zur Auswertung die Formeln 4.1 - 4.3 der AACy-Methode angewandt.

4.14 Statistik

Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation wurden als Mittelwerte 4= Standardabweichung dar-
gestellt. Zur Uberpriifung auf Varianzenhomogenitit wurde der Levene-Test und auf Abweichung
zwischen den Mittelwerten die einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) angewandt. Bei Varianzho-
mogenitit wurde anschliefend der Dunnett T3-Test, bei Varianzinhomogenitit der Dunnett T-Test

verwendet. Als statistisch signifikant galt p<0,05.
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Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dargestellt, beschrieben
sowie ausfiihrlich diskutiert. Zundchst werden die Ergebnisse mit MnCl, aufgezeigt, wihrend im
spiteren Verlauf auf die Ergebnisse zu K, Cr, O7 genauer eingegangen wird. Im Anhang sind in Ab-
schnitt 9.6 ergdnzende Daten sowie der Reporter-Assay mit weiteren l9slichen Metallverbindungen

dokumentiert.

5.1 Mangan

5.1.1 Zytotoxizitit von Mangan in HelLa S3-Zellen

Um einen geeigneten Konzentrationsbereich nach einer Behandlung mit Mangan festzulegen,
wurde zunichst die Zytotoxizitit in HeLa S3-Zellen untersucht. Hierfiir wurde durch Bestim-
mung der Zellzahl die akute und durch die CFA die langfristige Toxizitit festgestellt. Zusitzlich
wurde der ATP-Gehalt mittels Lumineszenz-Messung bestimmt, um die metabolische Aktivitat
der Zellen wiederzugeben. Weiterhin sind Zytotoxizititsversuche mit Rontgenstrahlung, welche
DNA-DSB erzeugen, durchgefithrt wurden, da in nachfolgend aufgefiihrten Experimenten die
DNA-Schadensreparatur betrachtet wurde. Die Zellen wurden fiir 24 h mit MnCl, inkubiert, mit
1 Gy bestrahlt und fiir 8 h nachinkubiert. Fiir nicht bestrahlte Versuche wurden eine Gesamtin-
kubationszeit von 32 h gewihlt. Zusitzlich wurde eine Inkubation von 72 h untersucht, um die

subchronische Toxizitit zu bestimmen.

In Abbildung 5.1 ist die Zellzahl von HeLa S3-Zellen unter Einfluss von MnCl, dargestellt. Hierbei
zeigte sich ein leicht zytotoxischer Effekt bei 500 M MnCl,, wobei die Zellzahl ohne Bestrahlung
auf 82 % und mit 1 Gy Bestrahlung auf 77 % der nicht bestrahlten Kontrolle zuriick ging. Es zeigte
sich, dass die Bestrahlung mit 1 Gy nur einen geringen Einfluss auf die Zellzahl von HelLa S3-Zellen
aufwies. Bei der hochsten Konzentration von 1000 M MnCl, hingegen zeigte sich ein Abfall auf
61 % der Kontrolle bei den nicht bestrahlten sowie bestrahlten Proben. Eine Inkubationszeit von
72 h zeigte bei einer Konzentration von 250 M eine Viabilitdt von 99 % der Kontrolle und keinen

Einfluss von MnCl, in HeLa S3-Zellen in diesem Zeitraum und Konzentrationsbereich.
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Abbildung 5.1: Einfluss von Mangan auf die Zellzahl von HeLa S3-Zellen. Gezeigt ist die Zellzahl
von HeLa S3-Zellen nach einer Inkubation mit Manganchlorid (MnCl,). Hierfiir wurden
Konzentrationen von 10 M bis 1000 1M eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 32 h inkubiert
bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy bestrahlt und fiir 8 h nachinkubiert. Zur Untersuchung
der subchronischen Toxizitit wurde eine Inkubationszeit von 72 h gewihlt. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen
=+ Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber der nicht bestrahlten Kontrolle
nach ANOVA mit anschliefendem Dunnett T-, beziehungsweise Dunnett T3-Test (*p<0,05,
*#p<0,01, ***p<0,001).

In Abbildung 5.2 ist die Koloniebildungsfihigkeit von HeLa S3-Zellen unter Einfluss von Mangan
dargestellt. Hierbei zeigte sich kein zytotoxischer Effekt bis 250 M MnCl; ohne Bestrahlung
bei einer Inkubationszeit von 32 h und 72 h. Ab einer Konzentration von 500 M konnte ein
leicht zytotoxischer Effekt von MnCl; festgestellt werden, hierbei kam es zu einem Riickgang der
Anzahl der Kolonien auf circa 70 % der Kontrolle. Eine Behandlung mit 1000 ;1M zeigte einen stark
zytotoxischen Einfluss auf circa 25 % der Kontrolle. Dementgegen zeigte sich bei einer Bestrahlung
mit 1 Gy eine additive Wirkung auf die Anzahl der Kolonien. Bereits die bestrahlte Kontrolle zeigte
eine Riickgang der Kolonien auf 65 % bezogen auf die nicht bestrahlte Kontrolle. Eine Behandlung
von 500 M MnCl; fiihrte zu einer Reduktion der Kolonienanzahl auf circa 35 % und bei einer

Konzentration von 1000 M auf 5 % der nicht bestrahlten Kontrolle.
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Abbildung 5.2: Einfluss von Mangan auf die Koloniebildungsfihigkeit (CFA) von HeLa S3-Zellen.
Dargestellt ist die CFA bezogen auf die nicht bestrahlte Kontrolle von HeLa S3-Zellen in
Abhingigkeit der Manganchlorid (MnCl,)-Konzentration. Dabei wurden Konzentrationen
von 10 M bis 1000 M verwendet. Die Zellen wurden nach einer Inkubationszeit von
32 h bzw. 24 h Vorinkubation, 1 Gy Bestrahlung und 8 h Nachinkubation fiir 7 bis 10 Tage
subkultiviert. Zusitzlich wurde fiir eine subchronische Toxizitit eine Inkubationszeit von
72 h getestet. Gezeigt sind die Mittelwerte von drei unabhingigen, in Doppelbestimmung
durchgefiihrten Versuchen £ Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber der
nicht bestrahlten Kontrolle nach ANOVA mit anschlieRendem Dunnett T-, beziehungsweise
Dunnett T3-Test (***p<0,001).

Der konzentrationsabhiangige Riickgang der Zellzahl sowie der CFA von HeLa S3-Zellen konnte
in der Literatur bereits gezeigt werden. Hierbei konnten keine zytotoxischen Einfliisse bis 100 M
MnCl, nach einer Inkubationszeit von 24 h festgestellt werden, wobei die Zellzahl auf 33 % der
Kontrolle nach einer Behandlung mit 1000 M MnCl; abfiel (Bornhorst et al. 2010). Zusitzlich
wurde ein dhnlicher Effekt in A549-Zellen beobachtet. Die Zellzahl zeigte bei einer Behandlung
mit 500 M nach einer 24-stiindigen Inkubationszeit einen leicht zytotoxischen Effekt auf etwa
75 % der Kontrolle und mit einer Inkubation von 1000 M MnClI, einen Abfall auf 60 % der
Kontrolle. Die CFA nahm bei der hochst getesteten Konzentration von 1000 M MnCl, auf 80 %
der Kontrolle ab (Bornhorst et al. 2012).
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Abbildung 5.3 zeigt den ATP-Gehalt von HeLa S3-Zellen unter Einfluss von MnCl,. Es zeigte
sich ebenfalls kein zytotoxischer Effekt von MnCl; bis 250 M mit und ohne Bestrahlung sowie
nach einer 72-stiindigen Inkubationszeit. Erst ab einer Konzentration von 1000 M nahm der
ATP-Gehalt der Zellen ab. Dabei sank die metabolische Aktivitit der Zellen ohne Bestrahlung auf
60 % und mit Bestrahlung auf 70 % der nicht bestrahlten Kontrolle.
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Abbildung 5.3: Einfluss von Mangan auf die metabolische Aktivitit von HeLa S3-Zellen. Die Zellen
wurden fiir 32 h mit Manganchlorid (MnCl,) inkubiert bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy
bestrahlt und fiir 8 h nachinkubiert. Zusitzlich wurde eine Inkubation mit MnCl, fiir 72 h
zur Bestimmung der subchronischen Toxizitdt mitgefiihrt. Die metabolische Aktivitit wurde
tiber den intrazelluldren ATP-Gehalt gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei
unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen & Standardabweichung.
Die Abkiirzung n.b. steht fiir nicht bestimmt. Statistische Signifikanz gegeniiber der nicht
bestrahlten Kontrolle nach ANOVA mit anschlieRendem Dunnett T3-Test (**p<0,01).

Die metabolische Aktivitit unter Einfluss von MnCl, wurde bereits in B-Lymphozyten untersucht.
Hierbei konnte ebenfalls eine dosisabhidngige Abnahme des ATP-Gehaltes festgestellt werden. Es
zeigte sich jedoch ein stirkerer Einfluss von Mangan bereits nach 12 h bzw. 24 h (Roth et al. 2012).
Dies ldsst sich moglicherweise mit den unterschiedlich verwendeten Zelllinien begriinden.

Die zytotoxische Wirkung von Mangan kann auf verschiedene zugrundeliegende Mechanismen
zuriickgefiihrt werden. Dabei wird vor allem die Induktion von oxidativem Stress, durch das
vermehrte Auftreten von ROS, und den damit verbundenen Signalwegen postuliert. Mangan ist in
der Lage, mit Eisen-Schwefel-Clustern von Proteinen zu interagieren und Eisen aus diesen Verbin-

dungen zu verdridngen. Beispiele fiir solche Proteine sind in den Komplexen der Atmungskette der
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Mitochondrien, in denen Mangan bei erhohter Exposition bevorzugt akkumuliert, anzutreffen. Die
Beeinflussung vom Elektronentransport der Atmungskette durch Mangan fiihrt dabei zur Generie-
rung von ROS. Die Freisetzung von Eisen kann dariiber hinaus verstirkt zu Fenton-Reaktionen
fithren, wodurch es zu einem zusitzlichen Anstieg an ROS kommt. Diese wiederum konnen Lipide,
Proteine und auch die DNA schidigen. Auflerdem kann durch die erhohte Induktion von ROS die
mitochondriale Membranpermeabilitit erhoht werden. Dies wiederum fiihrt zu einer Glutathion-
sowie Cytochrom c-Depletion und somit zum Verlust antioxidativer Schutzsysteme durch Man-
gan (Zhang et al. 2004, zusammengefasst in Liu et al. 2013). Die Entstehung von oxidativem Stress
iiber die Induktion von ROS ausgelost durch Metallverbindungen konnte bereits mehrfach gezeigt
werden (zusammengefasst in Hartwig 2013 sowie Li und Yang 2018).

Die Abnahme des ATP-Gehaltes nach einer Inkubation mit MnCl, ldsst sich ebenfalls iiber die mog-
liche Hemmung der Atmungskette und der damit einhergehenden Inhibierung der ATP-Synthese
erkldren (zusammengefasst in Li und Yang 2018). Rontgenstrahlung ist zudem in der Lage, Mole-
kiile zu ionisieren und somit die DNA zu schidigen. Die zusitzliche Behandlung mit ionisierender
Strahlung scheint in der CFA einen additiven Effekt hervorzurufen und kann auf strahleninduzierte

DNA-Schiden zuriickgefithrt werden (zusammengefasst in Ward 1990).

Fiir nachfolgende Versuche wurde aufgrund der vorliegenden Ergebnisse sowie der Literaturdaten
ein Konzentrationsbereich bis 250 M gewihlt. Die PFGE wurde, aufgrund der Unempfindlichkeit
der Methode, zusitzlich mit 500 4M MnCl, durchgefiihrt. Im Anschluss an die Bestimmung der

Zytotoxizitit wurde die Aufnahme von Mangan in HeLa S3-Zellen untersucht.

5.1.2 Zellulire Aufnahme von Mangan in HeLa S3-Zellen

Zur Untersuchung der zelluliren Aufnahme von Mangan in HeLa S3-Zellen wurde die GF-AAS
verwendet. Dabei wurde ein Konzentrationsbereich von 100 M bis 500 M MnCl, sowie ein
Zeitraum von 1 h bis 32 h gewdhlt. Abbildung 5.4 zeigt die konzentrations- und zeitabhingige
Aufnahme von Mangan in HeLa S3-Zellen. Aufgrund der essentiellen Funktionen von Mangan
wurde der basale Gehalt in HeLa S3-Zellen gemessen, wobei 15 M festgestellt wurden. Nach einer
24-stiindigen Inkubationszeit wurde eine maximale Aufnahme von MnCl;, beobachtet. Fiir 100 uM
konnte ein zelluldrer Gehalt von 0,25 mM festgestellt werden, die Konzentrationen 250 M und
500 M zeigten einen Gehalt von 1 mM sowie 1,6 mM. Die Aufnahme stagnierte bei 32 h, weshalb

eine Inkubationszeit von 24 h fiir nachfolgende Versuche eingehalten wurde.
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Abbildung 5.4: Zellulidrer Gehalt von Mangan in HeLa S3-Zellen. Die Zellen wurden mit Mangan-
chlorid (MnCl,)-Konzentrationen von 100 ;M bis 500 M fiir einen Zeitraum von 1 h bis
32 h behandelt. Gezeigt sind die Mittelwerte von drei unabhingigen, in Doppelbestimmung
durchgefithrten Versuchen £ Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber
der jeweiligen Kontrolle nach ANOVA mit anschliefendem Dunnett T-, beziehungsweise
Dunnett T3-Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Bornhorstet al. (2010, 2012) zeigten ebenfalls eine konzentrationsabhingige Aufnahme von Mangan.
Dabei verwendeten Bornhorst et al. (2010) HeLa S3-Zellen und untersuchten die Gesamtaufnahme
mittels ICP-OES (induktiv gekoppeltes Plasma mit optischer Emissionsspektrometrie). Eine andere
Studie von Bornhorst et al. (2012) hingegen untersuchte den intrazelluldren Gehalt auch mittels
GF-AAS, jedoch in A549-Zellen. Unterschiede zeigten sich in den resultierenden Mangangehalten,
welche in den beschriebenen Arbeiten gemessen wurden. Wiahrend Mangan in der vorliegenden
Arbeit bis 100 M und 8 h Inkubationszeit reguliert zu sein scheint, wurde ab einer Behandlungs-
zeit von 16 h eine leichte Akkumulation beobachtet. Konzentrationen ab 250 uM wiesen zudem
eine starke Akkumulation in HeLa S3-Zellen auf. Dies konnte moglicherweise auf eine gestorte
Homoostase von Mangan ab einer Konzentration von 250 M hindeuten. In den Studien von Born-
horst et al. (2010, 2012) hingegen konnte keine Akkumulation nach 24 h festgestellt werden. Diese
Erkenntnisse konnen moglicherweise auf die unterschiedlichen Messmethoden sowie Zelllinien
zuriickgefiihrt werden.

Mangan als essentielles Spurenelement unterliegt einer homdoostatischen Regulation. Der Influx

wird vor allem tiber den DMT-1 und den Transferrin Rezeptor (TfR), welche ebenfalls von Eisen
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genutzt werden, gesteuert. Weitere zelluldre Aufnahmemechanismen sind {iber die Calcium-Kanile
sowie Citrat- und Cholintransporter beschrieben. Der Efflux von Mangan hingegen ist bislang
weniger erforscht, wobei bereits bekannt ist, dass der Efflux gegeniiber dem Influx deutlich
langsamer erfolgt. Mogliche Mechanismen hierfiir sind der Transport {iber Ferroportin oder
Natrium-Calcium-Austauscher (zusammengefasst in Bowman et al. 2011 und Chen et al. 2018).
Denkbar wire eine Dysregulation von Mangan bei hohen Konzentrationen, aufgrund der konkur-
rierenden Nutzung der Transportmechanismen mit Eisen. Bekannt ist bereits, dass Mangan in den
Eisenhaushalt der Zelle eingreift und zu einer erh6hten Induktion von Eisen-Transportproteinen
fithrt (Zheng und Zhao 2001, Garrick et al. 2006, Fitsanakis et al. 2010). Dies bestirkt die zuvor
beschriebenen Vermutungen. Moglicherweise konnen durch eine gesteigerte Exposition von Man-
gan vermehrt Eisen-Transportproteine induziert werden, welche wiederum Mangan in die Zelle
transportieren. Dabei konnte Mangan vermehrt in die Zelle aufgenommen werden, wihrend der
Efflux aufgrund der langsameren Ausscheidung von Mangan méglicherweise nicht beeinflusst ist.
Zudem konnte eine erhohte Affinitdt von Mangan gegeniiber anderen Metallen an den DMT-1
festgestellt werden (Garrick et al. 2006). Dies wiirde ebenfalls eine Akkumulation von Mangan bei

erhohtem Vorkommen erkliren.

5.1.3 Einfluss von Mangan auf die Reparatur von

DNA-Doppelstrangbriichen

Nach der Feststellung eines geeigneten Konzentrationsbereich sowie der Inkubationszeit wurde
der Einfluss von Mangan auf die Reparatur von DNA-DSB untersucht. Hierzu wurde zunichst die
PFGE als direkter Nachweis von DNA-DSB durchgefiihrt und der Reporter-Assay zur Unterschei-
dung der einzelnen Reparaturmechanismen von DNA-DSB angewandt. Im Anschluss folgte die
Betrachtung spezifischer Reparaturproteine mittels IF. Zudem wurde die Genexpression von 95

Genen untersucht, darunter auch eine Vielzahl von Genen der DNA-Reparatur.

5.1.3.1 Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Die PFGE gibt Aufschluss tiber die Induktion und Reparatur von DNA-DSB, wobei eine Unterschei-
dung der einzelnen Reparaturwege HR, SSA, NHE] und MME] nicht méglich ist. Dabei wurden
DSB der DNA durch Rontgenstrahlung erzeugt, welche nach 0 h sowie 8 h Reparaturzeit und
Anfirben der DNA betrachtet wurden. Eine 8-stiindige Nachinkubationszeit wurde gewihlt, da
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gezeigt werden konnte, dass beim Normalzustand der Zelle ein Grofteil der strahleninduzierten
DNA-DSB nach dieser Zeit repariert sind (Beucher et al. 2009). Der Gehalt an DNA im Gel zur DNA
in den Blockchen (fraction of activity released (FAR)-Wert) gibt hierbei Aufschluss iiber die Repara-
turkinetik und Induktion von DNA-DSB. Je mehr DNA im Gel vorliegt, desto hoher der FAR-Wert.
Abbildung 5.5 zeigt ein exemplarisches Agarosegel einer PFGE, in welchem HeLa S3-Zellen fiir
24 h mit Mangan inkubiert, mit 80 Gy zur Induktion von DNA-DSB bestrahlt und fiir 0 h sowie
8 h nachinkubiert wurden. Durch das Entstehen von DNA-DSB kann die geschidigte DNA das
grofiporige Agarosegel durchqueren. Diese DNA-Segmente konnen mit Hilfe des Fluoreszenzfarb-
stoffes GelRed angefarbt und {iber die Bestimmung der Grauwerte analysiert werden. Dabei erlaubt
die PFGE eine Auftrennung von DNA-Fragmenten bis 50 Mbp (Herschleb et al. 2007).

Das dargestellte Gel (Abbildung 5.5) zeigt, dass die bestrahlten und mit 100 M MnCl, behandelten
Proben im Gegensatz zu den nicht bestrahlten Proben DNA im Gel aufwiesen. Bei einer Behandlung
mit 500 uM MnCl; konnten zudem in den nicht bestrahlten Proben DNA-Fragmente im Gel
nachgewiesen werden. Dies deutet auf eine Induktion von DNA-DSB durch Mangan selbst hin. Mit
zusitzlicher Bestrahlung zeigte die Behandlung mit 500 M Mangan im Vergleich zur Kontrolle
einen hoheren Anteil an DNA im Gel auf. Zusitzlich konnte nach einer 8-stiindigen Reparaturzeit

eine stiarkere Schweifbildung beobachtet werden, als direkt nach der Bestrahlung.

24h+0h 24h+8h

Mn [pM] 0 0 100 100 500 500 O 0 100 100 500 500
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Abbildung 5.5: Reprisentatives Agarosegel einer Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Dargestellt ist
ein exemplarisches Agarosegel, in welchem Hela S3-Zellen fiir 24 h mit 100 M und 500 M
Manganchlorid (MnCl,) vorinkubiert, mit 80 Gy bestrahlt und 0 h sowie 8 h nachinkubiert
wurden. Zusitzlich wurde eine nicht bestrahlte Kontrolle sowie nicht bestrahlte Inkubatio-
nen mitgefiihrt.
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5.1 Mangan

Die semiquantitative Auswertung iiber den FAR-Wert bestitigte die Betrachtung des Gels (Ab-
bildung 5.6). Er stieg mit zunehmender Mangan-Konzentration auf das 3-fache bei den nicht
bestrahlten Proben gegeniiber der Kontrolle an. Ebenfalls wurde fiir die bestrahlten Proben dosis-

abhingig ein bis zu 20-facher FAR-Wert gegeniiber der nicht bestrahlten Kontrolle festgestellt.
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Abbildung 5.6: Einfluss von Mangan auf die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
(DNA-DSB) mittels Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Die Zellen wurden fiir 24 h
mit Manganchlorid (MnCl,) (100 M und 500 ;1M) behandelt, mit 80 Gy bestrahlt und
fir 0 h und 8 h nachinkubiert. Zur Auswertung wurde der fraction of activity relea-
sed (FAR)-Wert bestimmt. Der FAR-Wert gibt das Verhéltnis zwischen dem DNA-Gehalt im
Gel zum DNA-Gehalt im Blockchen wieder. Dargestellt sind drei, in Doppelbestimmung
durchgefiihrte, unabhingige Versuche £ Standardabweichung. Statistische Signifikanz
gegeniiber der nicht bestrahlten Kontrolle nach ANOVA mit anschlieffendem Dunnett T-,
beziehungsweise Dunnett T3-Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Diese Ergebnisse deuten auf eine intakte Reparatur von DNA-DSB bis zu einer Konzentration
von 100 M Mangan hin. Zudem scheint es, dass die Inkubation mit Mangan in diesem Konzen-
trationsbereich keine DNA-DSB erzeugt. Wahrend nach einer Gesamtinkubationszeit von 24 h
und 500 M Mangan eine Tendenz zur Induktion von DNA-DSB ersichtlich wurde, zeigte sich
nach einer Behandlungszeit von 32 h eine signifikante Erh6hung gegeniiber der nicht bestrahlten
Kontrolle. Dies deutet auf eine Induktion von DNA-DSB in diesem Zeitraum bei einer Behandlung
mit 500 M MnCl; hin.
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In der Literatur konnte mittels alkaline unwinding (AU) bereits gezeigt werden, dass MnCl,
in HeLa S3-Zellen ab 100 uM DNA-Strangbriiche erzeugen kann (Bornhorst et al. 2010). Da
diese Methode sensitiver ist als die PFGE, konnen hier moglicherweise schon bei geringeren
Mangan-Konzentrationen DNA-Strangbriiche detektiert werden. Zusitzlich ist zu bedenken, dass
mit Hilfe der AU DNA-Einzelstrangbriiche und DNA-DSB betrachtet, wihrend mittels PFGE nur
DNA-DSB detektiert werden konnen.

Des Weiteren konnte in einer Studie von Lima et al. (2008) mit humanen Lymphozyten die Induk-
tion von DNA-Strangbriichen durch MnCl,*4H;O mittels Comet Assay gezeigt werden. Nach
einer Inkubationszeit von 3 h wurden bereits ab 25 M DNA-Strangbriiche induziert. Der Comet
Assay ist eine Einzelzellanalyse und somit empfindlicher als die PFGE, weshalb vermutlich bereits
geringe Mangan-Konzentrationen einen Einfluss zeigen konnen. Zudem ist eine Differenzierung
von DNA-Einzelstrangbriichen und DNA-DSB nur unter neutralen Bedingungen mdoglich. Der
Comet Assay in der Studie von Lima et al. (2008) wurde unter alkalischen Bedingungen durchge-
fihrt. Ein moglicher Mechanismus der DNA-Schadensinduktion durch Mangan wire, dass durch
die Generierung von ROS die DNA geschidigt wird und DNA-DSB erzeugt werden (Jiao et al.
2008, Lima et al. 2008). Zudem konnte der gesteigerte DNA-Gehalt im Gel auf eine Beeintrichti-
gung der Reparatur dieser DNA-Schidden hinweisen. Moglich wire ebenfalls eine fortwihrende
Induktion von DNA-DSB durch die Anwesenheit von Mangan auch im Nachinkubationsmedium.
Die Ergebnisse der 8-stiindigen Nachinkubationszeit deuten auferdem darauf hin, dass kiirzere
DNA-Fragmente durch 500 4M Mangan und Bestrahlung in diesem Zeitraum erzeugt werden und
diese weiter ins Gel vordringen konnen. Moglicherweise konnte die DNA jedoch auch aufgrund
apoptotischer Vorginge fragmentiert werden. Beim Einleiten der Apoptose werden zellulidre Be-
standteile, wie die DNA, abgebaut (zusammengefasst in Bortner et al. 1995). Fiir Mangan konnte
dieser Mechanismus im zytotoxischen Konzentrationsbereich bereits gezeigt werden. Im Rahmen
dieser Untersuchungen fiihrte die Behandlung mit Mangan in unterschiedlichen Zelllinien ab
1 mM zu einer Apoptoseinduktion (Oubrahim et al. 2001, Hirata 2002, Deng et al. 2011).

Die vorliegenden Ergebnisse sowie die Literaturdaten deuten somit auf eine Induktion von
DNA-DSB durch Mangan selbst hin. Unterschiede im Vergleich zur Literatur sind moglicher-
weise auf die unterschiedlichen Methoden, Zelllinien und Mangan-Verbindungen zuriickzufiihren.
Aufgrund des moglichen Einflusses von Mangan auf die Apoptose wurden Gene, welche mit der
Apoptose assoziiert werden (5.1.4) sowie die Zelltodmechanismen der HelLa S3-Zellen (5.1.5) iiber-
priift. Moglicherweise kann iiber die Genexpression eine Verdnderung der Transkriptmenge von
Genen der Apoptose bei einer Konzentration von 500 ;tM beobachtet werden und somit auf eine
mogliche Fragmentierung der DNA geschlossen werden. Auflerdem wurde weiterhin die Reparatur
von DNA-DSB untersucht. Da die PFGE jedoch keine Differenzierung zwischen den Reparatur-
mechanismen von DNA-DSB zulisst, wurden die einzelnen Reparaturwege HR, NHE], SSA sowie

MME] mittels Reporter-Assay betrachtet.
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5.1.3.2 Reporter-Assay

Dieser Assay bietet die Moglichkeit, die Wege HR, NHE], SSA sowie MME] separat zu betrachten.
Hierbei wurden U20S-Zellen mit individuellen Plasmiden stabil transfiziert. Diese enthalten inak-
tive GFP-Expressionskassetten, welche durch den Einsatz des Restriktionsenzyms (I-Scel) und der
anschliefenden erfolgreichen Reparatur spezifisch aktiviert werden. Um ein maximales GFP-Signal
zu erhalten, wurden die Zellen nach der Transfektion fiir 66 h inkubiert. Die Mechanismen des

Reporter-Assays sind im Kapitel 2.3 niher erklirt sowie in Abbildung 2.5 dargestellt.

In Abbildung 5.7 ist das GFP-Signal der transfizierten U20S-Zellen unter Einfluss von Mangan
dargestellt. Dabei war ersichtlich, dass die GFP-Signale der Reparaturwege NHE] und MME]
bei einer Konzentration von 250 M MnCl; auf 87 % der transfizierten Kontrolle abfielen. Im
Gegensatz dazu sank das GFP-Signal der HR bereits ab 100 4M und das SSA-Signal ab 250 M
MnCl, auf 55 % der transfizierten Kontrolle. Dabei nahm mit steigender Mangan-Konzentration
das GFP-Signal der HR weiterhin ab und erreichte bei einer Konzentration von 250 ;M 13 % der

transfizierten Kontrolle.
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Abbildung 5.7: Einfluss von Mangan auf die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
(DNA-DSB) in U20S-Zellen mittels Reporter-Assay. Die Zellen wurden mit dem
Restriktionsenzym (I-Scel) fiir 6 h transfiziert, anschliefend fiir 66 h, um ein maximales
Signal zu erhalten, mit Manganchlorid (MnCl,) (10 M bis 250 pM) inkubiert und
das gemessene GFP-Signal auf die transfizierte Kontrolle bezogen. Dargestellt sind die
Mittelwerte von drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen +
Standardabweichung,. Statistische Signifikanz gegeniiber der transfizierten Kontrolle nach
ANOVA mit anschlieffendem Dunnett T-Test (***p<0,001).
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Die Ergebnisse des Reporter-Assays deuten daraufhin, dass Mangan die Reparaturwege NHE]
und MME] nicht beeinflusst, wihrend die Funktion der HR durch die Inkubation mit MnCl,
fast vollstandig inhibiert scheint. Zusitzlich ist eine Tendenz der Beeintrachtigung der Reparatur
mittels SSA bei hoheren Mangan-Konzentrationen ersichtlich, weshalb dieser Reparaturweg in
weiterfithrenden Arbeiten untersucht werden sollte.

Die vorliegenden Daten des Reporter-Assays unter Einfluss von Mangan wurden in dieser Arbeit
nach unserer Erkenntnis erstmalig untersucht, jedoch konnte bereits der Einfluss anderer Metall-
verbindungen mit Hilfe dieses Assays nachgewiesen werden. In der Publikation von Morales et al.
(2016) wurden die Metallverbindungen Nickelchlorid, Cadmiumchlorid und Arsentrioxid mittels
Reporter-Assay untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass Nickelchlorid ab einer Konzentrati-
on von 500 uM alle vier Reparaturwege inhibiert. Arsentrioxid zeigte ebenfalls eine Inhibierung
der HR und des SSA, wiahrend das MME] signifikant erh6ht wurde. Dementgegen konnte durch
Cadmiumchlorid kein Einfluss auf die Reparaturmechanismen der DNA-DSB festgestellt werden.
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sowie die aufgezeigten Literaturdaten verdeutlichen einen
Einfluss von verschiedenen Metallverbindungen auf die nahezu fehlerfreie HR, wihrend andere
fehlerbehaftete Reparaturwege von DNA-DSB nicht beeinflusst scheinen. Kann die fehlerfreie
HR nicht mehr ablaufen, fithrt dies zu Akkumulationen von Mutationen und somit zu einem
erhohten Risiko einer Tumorentstehung. Die zugrundeliegenden Mechanismen dieser Beeintrich-
tigung sind moglicherweise auf einzelne Reparaturproteine mit funktionellen Strukturen oder
Zinkfinger-Motiven zuriickzufiihren. Im Anschluss wurden deshalb diese mit Hilfe der IF betrach-
tet, um die Funktionen der Reparaturproteine zu iiberpriifen und einen moglichen Einfluss von

Mangan auf diese zu untersuchen.

5.1.3.3 Immunfluoreszenz (IF)

Die IF gibt Aufschluss iiber die Rekrutierung und Dissoziation spezifischer Reparaturproteine
an den DNA-Schaden. Nach einer Inkubationszeit von 24 h bzw. 64 h, 1 Gy Bestrahlung und
8 h Nachinkubationszeit wurden die Proteine Rad51 sowie Rad54 angefarbt. Zusitzlich wurden
Versuche ohne Bestrahlung mit einer Inkubationszeit von 32 h sowie 72 h mitgefiihrt.

Die Anlagerung sowie Abspaltung der Proteine wurde durch Auszihlen der Foci betrachtet. Dabei
spiegelt ein Focus einen DNA-DSB wider. Zur Auswertung wurden nur Zellen in der G2-Phase
des Zellzyklus’ herangezogen, da in dieser Phase das fiir die HR notwendige Schwesterchromatid

vorliegt.
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Rad51

Rad51 spielt eine wichtige Rolle in der Reparatur von DNA-DSB mittels HR, es lagert an die pro-
zessierten DNA-Einzelstrange an und bildet dort ein Nukleoproteinfilament zur Stabilisation aus.
Zudem ist es ausschliellich in der HR vorzufinden, weshalb es sich als Markerprotein eignet (Sak
et al. 2005, zusammengefasst in Heyer et al. 2010). Aufgrund der vorhandenen Thiolgruppen im

Protein stellt Rad51 eine Angriffsstelle fiir Metalle dar (zusammengefasst in Hartwig 2001).

Abbildung 5.8 stellt die Ergebnisse der IF-Farbung von Rad51 nach einer Inkubation mit MnCl,
(100 1M und 250 M) dar. Es zeigte sich, dass die Kontrollen ohne Bestrahlung etwa 6 Foci und mit
Bestrahlung etwa 20 Foci pro Zelle aufwiesen. Nach einer 32-stiindigen Mangan-Behandlung mit
und ohne Bestrahlung konnte eine minimale Erh6hung um etwa 3 Foci festgestellt werden, welche
durch die hohe Standardabweichung vernachldssigbar scheint. Nach einer Inkubationszeit von

72 h konnten unter Einfluss von Mangan 5 bis 7 Foci mehr im Vergleich zur Kontrolle detektiert

werden.
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Abbildung 5.8: Einfluss von Mangan auf die Anlagerung von Rad51 in HeLa S3-Zellen mittels Im-
munfluoreszenz (IF)-Firbung. Die Zellen wurden fiir 24 h bzw. 64 h mit Mangan-
chlorid (MnCl,) vorinkubiert (100 4M und 250 pM), mit 1 Gy bestrahlt und fiir 8 h
nachinkubiert. Nicht bestrahlte Proben wurden fiir 32 h bzw. 72 h mit MnCl; inkubiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihr-
ten Versuchen + Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber der jeweiligen
Kontrolle nach ANOVA mit anschliefendem Dunnett T-, beziehungsweise Dunnett T3-Test
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass Mangan nach einer Inkubationszeit von 32 h nur einen
geringen Einfluss auf die Anzahl der Rad51 Foci zeigt, wihrend nach einer 72-stiindigen Be-
handlungszeit signifikant mehr Foci beobachtet werden konnten. Nach unserem Kenntnisstand
existieren bislang keine Literaturergebnisse beztiglich des Einflusses von Mangan auf das Protein
Rad51. Die vorliegenden Ergebnisse implizieren eine Induktion von DNA-DSB unter Einfluss von
Mangan bei einer Gesamtinkubationszeit von 72 h bereits ab 100 M. Zusitzlich konnte gezeigt
werden, dass Rad51 trotz Zugabe von MnCl; an den DNA-DSB bindet. Moglich wire jedoch, dass
die vollstindige Ausbildung des Nukleoproteinfilaments sowie der Abbau von Rad51 gestort wird.
Ein moglicher Mechanismus konnte die Oxidation der Thiolgruppen im Protein und dem damit
verbundenen fehlenden Aufbau des Nukleoproteinfilaments sein. Die erhohte Affinitit von Metal-
len zu Thiolgruppen konnte bereits festgestellt werden (zusammengefasst in Hartwig 2001 und
Hartwig 2013). Das Nukleoproteinfilament kann jedoch nicht mit der Methode der IF betrachtet
werden. Zudem wire eine Beeintrachtigung des intrazelluldren Rad51-Proteingehaltes denkbar.
Diese Effekte wurden in unserer Arbeitsgruppe bereits mit anderen Metallen, wie Arsen, Antimon
und Aluminium gezeigt. Hierbei storte Arsen die Dissoziation von Rad51, wihrend Antimon
die Assoziation des Proteins beeintrichtigte. Aluminium hingegen trug zu einem verminderten
zelluldren Rad51-Gehalt bei (Niemand 2018, Koch et al. 2017, Ott 2019).

Die Daten der vorliegenden Arbeit deuten auf eine mogliche Induktion von DNA-DSB durch Man-
gan selbst hin. Zusitzlich konnte die Dissoziation von Rad51 vom DNA-DSB beeintrachtigt sein,
wobei eine Reparaturkinetik Aufschluss iiber diese mogliche Inhibierung geben konnte. Ebenfalls
wire eine Beeinflussung auf ein folgendes Reparaturprotein denkbar. Hierbei stellt Rad54 ein
potenzielles target dar, da es durch seine Zink-bindende Struktur am C-terminalen Ende einen
moglichen Angriffspunkt bietet. Aufgrund dieser Ergebnisse sowie der aufgefiihrten Vermutungen

wurde anschlieffend die IF von Rad54 betrachtet.

Rad54

Rad54 ist in der HR fiir die Suche und das Eindringen in die Homologie des Schwesterchromatids
verantwortlich. Dabei bindet Rad54 an Rad51 und stabilisiert das Nukleoproteinfilament. Nach
der Stranginvasion ist Rad54 zusitzlich fiir den Abbau von Rad51 zustindig (zusammengefasst in
Mazin et al. 2010). Das Protein Rad54 ist ebenfalls als Marker der HR geeignet, da es ausschliellich

in diesem Reparaturweg zu finden ist.
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In Abbildung 5.9 ist die Auswertung des [F-Versuchs von Rad54 zu sehen. Hierbei konnte festgestellt
werden, dass die Kontrollen ohne Bestrahlung etwa 1 Focus und mit Bestrahlung circa 15 Foci
pro Zelle zeigten. Nach einer Behandlung mit Mangan konnte nach 32 h Inkubationszeit kein
signifikanter Anstieg der Foci-Anzahl detektiert werden. Nach einer Inkubationszeit von 72 h
mit und ohne Bestrahlung konnten bei einer Behandlung mit 100 M etwa 5 Foci und bei einer

Konzentration von 250 M MnCl; circa 10 Foci mehr im Vergleich zur Kontrolle nachgewiesen

werden.
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Abbildung 5.9: Einfluss von Mangan auf die Anlagerung von Rad54 in HeLa S3-Zellen mittels Im-
munfluoreszenz (IF)-Firbung. Die Zellen wurden fiir 24 h bzw. 64 h mit Mangan-
chlorid (MnCl,) vorinkubiert (100 M und 250 M), mit 1 Gy bestrahlt und fiir 8 h nachin-
kubiert. Nicht bestrahlte Proben wurden fiir 32 h bzw. 72 h mit MnCl; inkubiert. Dargestellt
sind die Mittelwerte von drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versu-
chen £ Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber der jeweiligen Kontrolle
nach ANOVA mit anschlieBendem Dunnett T-, beziehungsweise Dunnett T3-Test (*p<0,05,
##%p<0,001).

Diese Ergebnisse spiegeln die IF von Rad51 wider, welche ebenfalls nach einer 32-stiindigen Inku-
bationszeit von MnCl, nur einen geringen Einfluss auf die Anzahl der Foci zeigte, wihrend nach
einer 72-stiindigen Inkubation eine erhohte Anzahl an Foci nachgewiesen werden konnte.

Der Einfluss von Mangan auf Rad54 wurde nach unserem Wissensstand ebenfalls noch nicht
untersucht. Die vorliegenden Ergebnisse implizieren auch hier keinen Einfluss von Mangan auf

dieses Protein, deuten jedoch auf eine Induktion von DNA-DSB hin und bestitigen somit die zuvor
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beschriebenen Ergebnisse der IF von Rad51 sowie der PFGE. Moglich wire, dass Proteine, welche
auf Rad54 in der Reparatur folgen, beeinflusst sind. Hier stellt die DNA-Polymerase ein mogliches
Ziel von Mangan dar. Das aktive Zentrum von DNA-Polymerasen ist meist durch Magnesiumionen
besetzt. Es konnte bereits gezeigt werden, dass Magnesiumionen durch Manganionen in diesen
Strukturen ersetzt werden konnen und damit die Funktion der Polymerase beeintrachtigen. Durch
diesen Austausch konnte festgestellt werden, dass die Fehlerhaufigkeit der Polymerase erh6ht und
der DNA-Doppelstrang nicht korrekt aufgebaut wird (Sirover und Loeb 1976, Seal et al. 1979,
Beckman et al. 1985, Bock et al. 1999, Lakhin et al. 2013, 2014). Denkbar wire eine fehlerhafte
Reparatur des DNA-DSB tiber die sonst fehlerfreie HR, welche somit zu einer Sequenzveranderung
in der DNA fiihrt. Dies kann zu einem erhohten Aufkommen von Mutationen fithren und somit
zur Kanzerogenese beitragen.

Es ist zu beachten, dass der vorangestellte Reporter-Assay, welcher eine Inhibierung der HR
in diesem Konzentrationsbereich zeigte, in U20S-Zellen durchgefiihrt, wihrend die IF in He-
La S3-Zellen angewandt wurde. Moglicherweise sind die Ergebnisse Zelllinien-spezifisch. Auf-
grund der etablierten Methode der IF in HeLa S3-Zellen sowie der besseren Transfektions-Effizienz
von U20S-Zellen, wurden die Versuche in unterschiedlichen Zelllinien durchgefiihrt. Zusitzlich
ist der Reporter-Assay Zellzyklusphasen-unabhingig, im Gegensatz dazu ist die Betrachtung der
Proteine der HR mittels IF nur in der G2-Phase moglich. Es miissen weitere Untersuchungen
durchgefiihrt werden, um diese Hypothesen zu stiitzen. Eine Moglichkeit stellt die Etablierung der
Methode der IF in U20S-Zellen dar. Zusitzlich konnten weitere Proteine der HR in der IF sowie
mit Hilfe von Western Blot Analysen betrachtet werden, um Aufschluss {iber mogliche Anderungen

im Proteingehalt festzustellen.

Im Anschluss an die [F wurde mit Hilfe der HT RT-qPCR die Veranderung der Transkriptmenge
von Genen der DNA-Schadensantwort untersucht. Moglicherweise kann die Betrachtung der
Expression bestimmter Gene Aufschluss iiber den Einfluss von Mangan auf die DNA-Reparatur

geben.
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5.1.4 Einfluss von Mangan auf die Genexpression in HeLa S3-Zellen

Zur Untersuchung des Einflusses von Mangan auf die Transkriptmenge spezifischer Gene wur-
de die in unserem Arbeitskreis etablierte Methode der HT RT-qPCR angewandt. Diese Methode
ermdoglicht eine gleichzeitige Analyse von 95 Genen in 96 Proben. Bei einer Verdnderung der
Transkriptmenge um den Faktor 2 wird von einem relevanten Einfluss ausgegangen. Die 95 unter-
suchten Gene sind im Anhang 9.1 aufgefiihrt. Zur Untersuchung wurden HeLa S3-Zellen fiir 24 h
mit MnCl, inkubiert, mit 1 Gy bestrahlt und 8 h nachinkubiert. Zusitzlich wurden nicht bestrahlte
Proben mit einer Gesamtinkubationszeit von 32 h mitgefiihrt. Alle Behandlungen wurden auf die
nicht bestrahlte Kontrolle bezogen. In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 20 Gene aus
verschiedenen Genclustern der DNA-Schadensantwort, Metallhomdoostase, oxidativen Stressant-
wort und Transkriptionsfaktoren sowie Zellzyklusregulation und Apoptose unter Einfluss von
Mangan in ihrer Transkriptmenge veridndert. Es konnte festgestellt werden, dass eine zusitzliche
Bestrahlung keinen Einfluss auf die Genexpression zeigte. Somit scheint die Bestrahlung mit 1 Gy
keine DNA-Schadensantwort der Zelle auf Ebene der Genexpression auszulosen. Um den Einfluss
von Mangan auf die Gene der DNA-Schadensantwort besser abzuklaren, konnte zur Induktion der
Gene eine hohere Bestrahlung angewandt werden. Abbildung 5.10 zeigt den Einfluss von Mangan

mit und ohne Bestrahlung auf die Genexpression der 95 untersuchten Gene mittels Heatmap.
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Abbildung 5.10: Einfluss von Mangan auf die Genexpression in HeLa S3-Zellen. Dargestellt sind
die Gencluster der Hochdurchsatz real time-quantitative polymerase chain reaction
(HT RT-qPCR) mit Hilfe einer Heatmap. Dabei stellt Rot eine Hochregulation und Blau
eine Herrunterregulation dar.
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In Abbildung 5.11 ist der Einfluss von Mangan auf die Gene der DNA-Schadensantwort darge-
stellt. Dabei stellen DDIT3 sowie GADD45A Gene dar, welche in Folge einer DNA-Schiadigung
induziert werden (Fornace et al. 1989, zusammengefasst in Zhan 2005). Die beiden Gene DDIT3
und GADD45A wurden durch MnCl; konzentrationsabhingig verstarkt exprimiert. DDIT3 zeigte
dabei eine maximale Induktion um etwa das 4-fache, wihrend GADD45A eine Erh6hung um das

5-fache zeigte.
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Abbildung 5.11: Einfluss von Mangan auf die relative Expression von Genen der DNA-Schadens-
antwort. Die Zellen wurden fiir 32 h mit Manganchlorid (MnCl;) behandelt (100 M bis
500 uM) bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy bestrahlt (schraffiert) und fiir 8 h nachinku-
biert. Gezeigt sind die Gene DDIT3 und GADD45A. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen =+ Standardabwei-
chung. Statistische Signifikanz gegeniiber der nicht bestrahlten Kontrolle nach ANOVA
mit anschliefendem Dunnett T-Test (***p<0,001).

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen implizieren eine DNA-schadigende Wirkung durch die Inku-
bation mit MnCl, und bestitigen damit die zuvor beschriebenen Ergebnisse der PFGE (5.1.3.1) und
IF (5.1.3.3). Ebenfalls zeigte die Literatur, dass Mangan DNA-Schiden induzieren kann (Bornhorst
et al. 2010, Lima et al. 2008).
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Die Induktion der Gene DDIT 3 sowie GADD45A durch Mangan konnte bereits in Mausfibroblasten
gezeigt werden. Dabei verursachte Mangan eine Induktion von DDIT3 und GADD45A um das
10-fache im Vergleich zur Kontrolle nach einer 24-stiindigen Inkubation mit 0,25 mg/ml, wobei

diese Konzentration die Behandlungen in dieser Arbeit um das 8-fache iibersteigt (Purnama et al.
2013).

Die vorliegenden Ergebnisse und die Literaturdaten deuten somit auf Schiden der DNA durch
Mangan hin. Moglicherweise konnten diese, wie bereits beschrieben, durch oxidativen Stress ver-
ursacht werden. Die Generierung von ROS durch Mangan konnte bereits in der Literatur gezeigt
werden (Jiao et al. 2008, Zhang et al. 2004). Die Ergebnisse der Gene der oxidativen Stressant-
wort werden im spiteren Verlauf betrachtet (Abbildungen 5.15, 5.16). Zunichst folgt jedoch die

Ergebnisse und Diskussion weiterer Gene der DNA-Reparatur.

Abbildung 5.12 zeigt einige Gene der zwei Hauptreparaturwege NHE] und HR. XRCC5 codiert fiir
das Protein Ku80, welches ein Heterodimer mit Ku70 bildet und fiir die Schadenserkennung beim
NHE] zustandig ist (zusammengefasst in Mladenov und Iliakis 2011). Rad50 codiert fiir ein gleich-
namiges Protein, welches Teil des MRN-Komplexes und ebenfalls an der Schadenerkennung sowie
der Prozessierung der DNA-Enden beteiligt ist (zusammengefasst in Stracker und Petrini 2011). Des
Weiteren sind wichtige Mediatoren der HR in Abbildung 5.12 aufgefiihrt. Dabei codieren BRCA],
BRCAZ2 und Rad51 fiir gleichnamige Proteine. BRCA1 und BRCA2 bilden zusammen einen Komplex
und rekrutieren Rad51 an den DNA-DSB. Mehrere Rad51 Monomere werden anschlieffend an den
DNA-DSB angelagert und bilden ein Nukleoproteinfilament aus. Dieses wiederum stabilisiert den
DNA-Strang und sucht nach der homologen Sequenz im Schwesterchromatid (zusammengefasst
in Jasin und Rothstein 2013).

Dabei konnte in dieser Arbeit festgestellt werden, dass Mangan keinen Einfluss auf die Gene

XRCCS5, Rad50, BRCA 1 sowie BRCA?2 zeigte. Es konnte lediglich eine Tendenz der Erhohung des
mRINA-Gehaltes von Rad51 ab einer Konzentration von 250 M beobachtet werden.
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Abbildung 5.12: Einfluss von Mangan auf die relative Expression der Gene der DNA-Doppel-
strangbruch (DNA-DSB)-Reparatur. HeLa S3-Zellen wurden fiir 32 h mit Mangan-
chlorid (MnCl,) behandelt (100 M bis 500 M) bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy
bestrahlt (schraffiert) und fiir 8 h nachinkubiert. Gezeigt sind die Gene XRCC5 des
nicht-homologen Endjoining (NHE]), Rad50, welches im NHE] sowie in der homologen
Rekombination (HR) eine Rolle spielt und BRCA 1, BRCA2, Rad51, dessen Genprodukte in
der HR beteiligt sind. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppel-
bestimmung durchgefiihrten Versuchen & Standardabweichung. Statistische Signifikanz
gegeniiber der nicht bestrahlten Kontrolle nach ANOVA mit anschlieRendem Dunnett T-,
beziehungsweise Dunnett T3-Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Abbildung 5.13 zeigt Gene, welche fiir die DNA-Schadenserkennung und das MME] von Bedeu-
tung sind. ATM sowie ATR codieren fiir gleichnamige Proteine, welche fiir die Reparatur von
DNA-DSB wichtige Signaliibertrager darstellen. Diese Kinasen aktivieren durch Phosphorylie-
rung eine Vielzahl an Proteinen (zusammengefasst in Ohnishi et al. 2009, Shiloh 2001). Zusitzlich
sind in Abbildung 5.13 Gene, welche mit dem MME] in Verbindung stehen, aufgefiihrt. PARP1
codiert fir ein gleichnamiges Protein, welches bei der Schadenserkennung des MME] beteiligt
ist. Zusitzlich spielt PARP-1 eine wichtige Rolle bei der Einzelstrangbruch-Reparatur (Audebert
et al. 2004, zusammengefasst in Biirkle 2001). LIG3 codiert fiir die DNA Ligase III, welche zur
DNA-Endverkniipfung beim MME] unerlisslich ist (Wang et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit
konnte keine Beeinflussung der Gene PARP1, ATM sowie ATR nach einer Inkubation mit MnCl,
festgestellt werden. Lediglich eine tendenzielle Abnahme der Transkriptmenge der LIG 3 wurde bei
der hochsten getesteten Konzentration von 500 M beobachtet.
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Abbildung 5.13: Einfluss von Mangan auf die relative Expression der Gene der DNA-Doppel-
strangbruch (DNA-DSB)-Reparatur (2). Die Zellen wurden fiir 32 h mit Mangan-
chlorid (MnCl,) behandelt (100 M bis 500 M) bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy
bestrahlt (schraffiert) und fiir 8 h nachinkubiert. Gezeigt sind die Gene ATM und ATR,
welche bei der DNA-Schadenserkennung eine Rolle spielen sowie die Gene des micro-
mediated Endjoining (MME]) PARP1 und LIG 3. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen £ Standardabweichung.

Die Daten der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass Mangan Gene der DNA-DSB-Reparatur
nicht beeintrichtigt. Es konnten lediglich Tendenzen einer Beeinflussung des mRNA-Gehaltes
von Rad51 sowie LIG 3 beobachtet werden. Eine Bestrahlung mit beispielsweise 10 Gy konnte eine
verstarkte DNA-Schadensantwort auslosen, wobei der Einfluss von Mangan auf diese Gene besser
abgeklart werden konnte.

In einer Studie von Bornhorst et al. (2010) konnte bereits festgestellt werden, dass MnCl, keinen
Einfluss auf die Expression von PARP], jedoch eine Beeintrichtigung auf das codierende Protein
PARP-1 in HeLa S3-Zellen zeigte. Die Daten der vorliegenden Arbeit implizieren, dass Mangan
auf Ebene der Genexpression keine Beeintrichtigung der DNA-DSB-Reparatur zeigt, wobei eine
hohere Bestrahlung zur Aufklarung eingesetzt werden konnte. Moglich wire auerdem, dass
Mangan einen Einfluss auf Protein-Ebene zeigt. Zur Abklirung dieser Theorie miissen weitere
Untersuchungen vorgenommen werden. Betrachtungen mit Hilfe des Western Blots konnen Auf-
schluss tiber mogliche Veranderungen im Proteingehalt, die Methode der IF tiber funktionelle
Beeintrichtigungen der Proteine und der elektrophoretische Mobilitits-Shiftassay (EMSA) iiber
fehlende DNA-Bindung geben.
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In Abbildung 5.14 ist die Expression der Gene, welche mit der Metallhomdostase assoziiert werden,
unter Einfluss von Mangan dargestellt. FTHI codiert fiir eine Untereinheit des Eisenspeicherprote-
ins Ferritin und MT1X codiert fiir das Cystein-reiche Protein Metallothionein, welches Metalle
binden kann (Lee et al. 2009, zusammengefasst in Blindauer 2014).

Es konnte festgestellt werden, dass die Expression von FTHI ab 250 uM sich verdoppelte und ab
500 M MnCl, um das 3-fache verstirkte. Im Gegensatz dazu trat eine konzentrationsabhingige
verminderte Expression von MT'1X um die Hilfte ab 250 uM MnCl; auf.
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Abbildung 5.14: Einfluss von Mangan auf die relative Expression von Genen der Metallhoméo-
stase. Die Zellen wurden fiir 32 h mit Manganchlorid (MnCl,) behandelt (100 ;M bis
500 M) bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy bestrahlt (schraffiert) und fiir 8 h nachin-
kubiert. Gezeigt sind die Gene FTH I sowie MT 1X. Dargestellt sind die Mittelwerte aus
drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen £ Standardabwei-
chung. Statistische Signifikanz gegeniiber der nicht bestrahlten Kontrolle nach ANOVA mit
anschliefendem Dunnett T-, beziehungsweise Dunnett T3-Test (**p<0,01, ***p<0,001).

Diese Ergebnisse deuten auf einen Eingriff von Mangan in den Eisenhaushalt hin. Moglicherweise
kann Mangan Eisen aus Proteinen herauslosen und somit einen Eiseniiberschuss in der Zelle
erzeugen. Dies wiederum wiirde zu einer Induktion des Ferritins sowie zu oxidativem Stress iiber
die Fenton-Reaktion fiihren. In der Studie von Zheng und Zhao (2001) konnte festgestellt werden,
dass Mangan in neuronalen Zellen die Aconitase inhibiert. Dabei ist Aconitase ein Enzym, welches
eine wichtige Rolle in der Regulation des Eisenhaushaltes spielt. Diese Inhibierung fithrte zu einem

Uberschuss an Eisen in der Zelle und zu einer erhshten Expression des Gens, welches fiir Transfer-
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rin codiert. Transferrin stellt hierbei ein Eisentransportprotein dar. Zusatzlich wird in dieser Studie
die Entstehung von oxidativem Stress postuliert. Dabei konnen ROS {iber Fenton-Reaktionen mit
Hilfe des Eisentiberschusses vermehrt gebildet werden.

Ebenfalls konnte die Inhibierung der Aconitase und dem damit einhergehenden Eiseniiberschuss
in Mitochondrien von Rattenhirnen durch Mangan in der Literatur gezeigt werden. Hierbei wurde
zusitzlich vermutet, dass Mangan Eisen in der Aconitase ersetzt und somit Eisen freigesetzt werden
konnte (Zheng et al. 1998). Die vorliegenden Ergebnisse bestitigen die Literaturdaten. Zheng et al.
(1999) konnten nach Mangan-Behandlung eine erhohte Transkriptmenge des fiir Transferrin co-
dierenden Gens feststellen, womit der damit verbundene Eiseniiberschuss sowie die Induktion von
oxidativem Stress erkldrt werden kann. Zusitzlich zeigten sie keine Erh6hung des mRINA-Gehaltes
von MT-1 durch Mangan.

Die beschriebenen Daten sowie die angegebene Literatur deuten auf einen Einfluss von Mangan
auf die Regulation des Eisenhaushaltes hin. Dabei konnte gezeigt werden, dass Mangan in der
Lage ist, Eisen vor allem aus Eisen-Schwefel-Clustern herauszulosen (Chen et al. 2001) und deren
Funktion zu beeintrichtigen. Moglich wire somit die Entstehung eines Eisentiberschusses sowie
von oxidativem Stress. Im Anschluss folgt die Betrachtung von Genen, welche mit dem oxidativem

Stress assoziiert werden, unter Einfluss von Mangan.

Die Abbildungen 5.15 und 5.16 zeigen die Gene, welche mit der oxidativen Stressantwort der Zelle
assoziiert werden. Dabei sind in Abbildung 5.15 die Gene GCLC, HMOX1 und HSPA 1A dargestellt.
Sie sind als Stressmarker der Zelle bekannt und werden infolge von oxidativem Stress erhéht
transkribiert. GCLC codiert fiir die Glutamatcysteinligase, welche zur Glutathion-Synthese benétigt
wird. Glutathion stellt einen wichtigen Schutzmechanismus der Zelle gegen oxidativen Stress dar.
Das Gen HMOX I codiert fiir die Himoxygenase, welche eine essentielle Rolle im Him-Katabolismus
einnimmt. HSPA IA codiert fiir heat shock proteine und gilt als Stressmarker (zusammengefasst
in Lu 2013, Waza et al. 2018, Bukau und Horwich 1998). Es konnte festgestellt werden, dass
der mRNA-Gehalt der Gene GCLC und HMOX konzentrationsabhingig um das 5- bis 6-fache

gesteigert, wihrend die Transkriptmenge von HSPA IA um die Hilfte vermindert wurde.

78



5.1 Mangan

m 10 - Kok ok
E
g g
5%
38 0 uM
&7 6 n
i
S | %7
R 4/’ ¥ 250 uM
o
53 %
28, % B 500 uM
g 7
S Z

GCLC HMOX1 HSPA1A

Abbildung 5.15: Einfluss von Mangan auf die relative Expression von Genen der oxidativen
Stressantwort. HelLa S3-Zellen wurden fiir 32 h mit Manganchlorid (MnCl;) behan-
delt (100 M bis 500 M) bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy bestrahlt (schraffiert) und
fiir 8 h nachinkubiert. Dabei wurden die Gene GCLC, HMOX1 sowie HSPA 1A gezeigt.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchge-
fithrten Versuchen + Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber der nicht
bestrahlten Kontrolle nach ANOVA mit anschlieBendem Dunnett T-, beziehungsweise
Dunnett T3-Test (**p<0,01, ***p<0,001).

Die Gene, welche in Abbildung 5.16 gezeigt sind, wiesen nach Inkubation mit MnCl; einen konzen-
trationsabhingig gesteigerten mRNA-Gehalt auf. Dabei zeigte vor allem IL§, welches fiir Interleu-
kin 8 codiert und als Inflammationsmarker gilt (Harada et al. 1994), eine Steigerung der Expression
auf das 500-fache nach einer Inkubation mit 500 M MnCl,. Bei der Mangan-abhingigen SOD
war auf Genexpressions-Ebene eine bis zu 3-fach hohere Transkriptmenge vorzufinden. SODs
dienen als Antioxidans vor freien Radikalen als Schutzmechanismus der Zelle (zusammengefasst in
Zelko et al. 2002). Auch TXNRD I zeigte unter Einfluss von Mangan eine konzentrationsabhingige
Induktion auf das 3-fache. Dabei codiert TXNRD I fiir die Thioredoxinreduktase, welche ebenfalls
als Schutzmechanismus der Zelle eine wichtige Rolle in der Redoxhomdostase einnimmt (zusam-

mengefasst in Arner und Holmgren 2000).
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Abbildung 5.16: Einfluss von Mangan auf die relative Expression von Genen der oxidativen
Stressantwort (2). Die Zellen wurden fiir 32 h mit Manganchlorid (MnCl,) behandelt
(100 M bis 500 M) bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy bestrahlt (schraffiert) und
fiir 8 h nachinkubiert. Gezeigt sind die Gene IL8, SOD2 und TXNRD I. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefithrten Versu-
chen + Standardabweichung. Zu beachten sind die unterschiedlich skalierten y-Achsen.
Statistische Signifikanz gegeniiber der nicht bestrahlten Kontrolle nach ANOVA mit an-
schlieBendem Dunnett T-, beziehungsweise Dunnett T3-Test (**p<0,01, ***p<0,001).

Diese Ergebnisse implizieren eine oxidative Stressantwort der Zelle durch die Inkubation mit
MnCl,. Dabei konnte bereits gezeigt werden, dass Mangan ROS induziert und inflammatorische
Gene sowie Schutzmechanismen der Zelle hoch reguliert (Zhang et al. 2004, Sengupta et al. 2007,
Park und Park 2010, Bornhorst et al. 2013, Mokgobu et al. 2015). In der angegebenen Literatur
wurden unterschiedliche Zelllinien sowie Mangan-Verbindungen verwendet. Bekannt sind einige
mogliche Mechanismen zur Induktion von ROS durch Mangan, diese wurden bereits in den
vorherigen Kapiteln beschrieben (zusammengefasst in Li und Yang 2018, Martinez-Finley et al.
2013, Zhang et al. 2004, Bornhorst et al. 2013).

Die Daten der Literatur sowie die vorliegenden Ergebnisse dieser Dissertation deuten auf eine
Generierung von ROS durch Mangan hin. Da die Mechanismen der oxidativen Stressantwort
ausgelost durch Mangan in der Literatur gut abgeklart sind, wurden keine weiteren Versuche

hierzu vorgenommen.
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Mangan zeigte ebenfalls einen Einfluss auf die Expression von Genen der Transkriptionsfaktoren
JUN, NFKB2 und VEGFA (Abbildung 5.17). Dabei codiert JUN fiir eine Untereinheit (c-Jun) des
Transkriptionsfaktors AP-1, welcher an Prozessen der Apoptose beteiligt ist (zusammengefasst
in Meng und Xia 2011). NFKB2 codiert fiir eine Untereinheit des Transkriptionsfaktors NF-«B,
welcher ebenfalls in Zellproliferations-Vorgingen involviert ist (Lombardi et al. 1995). VEGFA
codiert fiir ein gleichnamiges Protein, welches im Zusammenhang mit Inflammationsprozessen
steht (Martin et al. 2009).

Es konnte gezeigt werden, dass die Gene JUN, NFKB2 und VEGFA in Abhingigkeit der Kon-
zentration von Mangan vermehrt exprimiert wurden. Die Transkriptmenge des Gens JUN stieg
auf das 16-fache an. Der mRNA-Gehalt von NFKB2 und VEGFA nahm um das 4-fache bei einer
Konzentration von 500 uM MnCl; zu.
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Abbildung 5.17: Einfluss von Mangan auf die relative Expression von Genen der Transkriptions-
faktoren. Hela S3-Zellen wurden fiir 32 h mit Manganchlorid (MnCl;) behandelt
(100 uM bis 500 M) bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy bestrahlt (schraffiert) und
fir 8 h nachinkubiert. Dabei wurden die Gene JUN, NFKB2 sowie VEGFA untersucht.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchge-
fithrten Versuchen + Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber der nicht
bestrahlten Kontrolle nach ANOVA mit anschlieflendem Dunnett T-, beziehungsweise
Dunnett T3-Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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5 Ergebnisse und Diskussion

Die erhohte Expression der Transkriptionsfaktoren JUN, NFKB2 und VEGFA durch Mangan
deutet auf eine inflammatorische Antwort sowie auf apoptotische Vorginge in der Zelle hin. In der
Literatur konnte dies bereits auf zelluldrer Ebene gezeigt werden. In PC12-Zellen (katecholaminerge
Neuronen) konnte durch MnCl; Behandlung festgestellt werden, dass die Expression des c-Jun
Proteins erhoht und die Apoptose eingeleitet wurde (Hirata 2002). In einer Kohortenstudie mit
633 miannlichen Probanden im hoheren Alter wurden nach tiglicher Aufnahme von Mangan
Inflammationsmarker in Blutproben gemessen. Dabei konnte festgestellt werden, dass Proteine,
welche mit Entziindungsprozessen in Verbindung gebracht werden konnen (NF-xB und IL8),

erhoht vorlagen (Kresovich et al. 2018).

Die vorliegenden Ergebnisse sowie die Literaturdaten implizieren ein inflammatorisches Potenzial
sowie die Induktion der Apoptose durch Mangan. Diese Ergebnisse bestitigen die zuvor gezeigten
Expressionen der Gene der oxidativen Stressantwort sowie der Metallhomdoostase unter Einfluss
von Mangan. Mangan konnte durch die Induktion von ROS entziindungsférdernde Prozesse sowie
die Apoptose auslosen. Im Anschluss werden Gene, welche mit der Zellzyklusregulation und der

Apoptose assoziiert werden, betrachtet.

Abbildung 5.18 zeigt die Gene CDKN 1A, CDKN 2B sowie PLK 3, welche mit der Zellzyklusregulation
assoziiert werden, nach Mangan-Behandlung. CDKNIA codiert fiir das Protein p21, welches
den Zellzyklusphasen-Arrest einleiten kann, CDKN2B codiert ebenfalls fiir ein Protein (p15),
welches in der Zellzyklusregulation eine Rolle spielt. Beide Proteine sind dafiir bekannt, einen
G1-Zellzyklusphasen-Arrest auszulosen, wahrend PLK3 fiir ein Protein codiert, welches fiir den

G2-Checkpoint verantwortlich ist (Hannon und Beach 1994, zusammengefasst in Abbas und Dutta
2009, Helmke et al. 2016).

Es konnte festgestellt werden, dass CDKN IA dosisabhingig auf das bis zu 20-fache bei einer

Konzentration von 500 uM MnCl, verstirkt exprimiert wurde. Die Gene CDKN2B und PLK3

wurden im selben Konzentrationsbereich um das 5-fache vermehrt exprimiert.
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Abbildung 5.18: Einfluss von Mangan auf die relative Expression der Gene der Zellzyklusregula-
tion. HeLa S3-Zellen wurden fiir 32 h mit Manganchlorid (MnCl,) behandelt (100 M
bis 500 M) bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy bestrahlt (schraffiert) und fiir 8 h nachin-
kubiert. Es wurden die Gene CDKN IA, CDKN2B sowie PLK 3 untersucht. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen
+ Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber der nicht bestrahlten Kon-
trolle nach ANOVA mit anschlieRendem Dunnett T-, beziehungsweise Dunnett T3-Test
(**p<0,01, ***p<0,001).

Die vorliegenden Daten implizieren einen Zellzyklusphasen-Arrest durch Mangan. Die erhéhte
Expression der Gene CDKN 1A sowie CDKN2B deuten dabei auf einen G1-Phasen-Arrest hin,
wihrend die vermehrte Expression von PLK 3 auf einen G2-Phasen-Arrest hinweisen konnte. Die
Literatur zeigt auf zelluldrer Ebene, dass Mangan einen Einfluss auf die Regulation des Zellzy-
klus® nimmt. Hierbei konnte bereits ein G1-Phasen-Arrest und auch ein G2-Phasen-Arrest durch
Mangan in verschiedenen Zelllinien sowie mit unterschiedlichen Mangan-Verbindungen gezeigt
werden (Zhao et al. 2008, Sengupta et al. 2007, Yu et al. 2015).

Die Ergebnisse sowie die Literatur deuten auf einen G1-Phasen-Arrest, ausgelst durch Mangan,
hin. Moglich wire auch eine Induktion des G2-Phasen-Arrestes. Aufgrund dieser Ergebnisse
wurde anschliefend an die Genexpression die Zellzyklusverteilung (5.1.5) betrachtet. Zudem
kann ein Zellzyklus-Arrest die Reparatur der DNA oder den programmierten Zelltod einleiten.
Die DNA-schiadigende Wirkung von Mangan konnte in dieser Arbeit bereits gezeigt werden.
Das mogliche Einleiten der Apoptose durch Mangan wurde anschlieffend auf zelluldrer Ebene

untersucht.

83



5 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 5.19 zeigt den Einfluss von Mangan auf Apoptose-assoziierte Gene. Die Gene BBC3
und PMAIP1 codieren fiir Proteine, welche am intrinsischen Apoptoseweg beteiligt sind. Das Gen
BBC 3 codiert fiir das Protein PUMA, wihrend PMAIP1 fiir NOXA codiert (Yu et al. 2001, Oda
et al. 2000). Sie induzieren eine mitochondriale Dysfunktion und leiten die Apoptose ein. Dabei
wird durch die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran Cytochrom c freigesetzt, iiber die
Initiator-Caspase 9 ein Apoptosom gebildet und die Effektor-Caspase 3 aktiviert. AnschliefRend

wird die Apoptose eingeleitet (zusammengefasst in Elmore 2007).

Das Gen BCL2 codiert fiir anti-apoptotische Proteine, welche den Austritt von Cytochrom ¢
aus dem Mitochondrium verhindern. Das Gen BCL2L 1 ist aufgrund seiner zwei Splicevarian-
ten, eine anti- und eine pro-apoptotische, nicht aussagekriftig (zusammengefasst in Cory und
Adams 2002). Im Gegensatz dazu codiert TNFRSF 10B fiir den Todesrezeptor, welcher am extrin-
sischen Weg der Apoptose beteiligt ist (zusammengefasst in Nair et al. 2014). Dieser Apoptose-
weg wird iiber Ligandenbindung an sogenannten Todesrezeptoren ausgelost. Dabei werden iiber
Fas-Rezeptor/Fas-Ligand die Caspasen 8 und 3 aktiviert und die Apotose eingeleitet (zusammen-
gefasst in Elmore 2007).

Die Ergebnisse zeigten eine verstirkte Expression von BBC3, BCL2L I, PMAIP1 und TNFRSF10B.

Die Transkriptmenge von PMAIP1 wurde dosisabhidngig auf das 5-fache erhoht, wiahrend der
mRNA-Gehalt von BBC3, BCL2L 1 sowie TNFRSF10B auf maximal das 3-fache gesteigert wurde.
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Abbildung 5.19: Einfluss von Mangan auf die relative Expression der Gene, welche fiir die Apopto-
se codieren. Die Zellen wurden fiir 32 h mit Manganchlorid (MnCl;) behandelt (100 M
bis 500 M) bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy bestrahlt (schraffiert) und fiir 8 h
nachinkubiert. Untersucht wurden die Gene BBC3, BCL2L I, PMAIP1 und TNFRSF10B.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchge-
fithrten Versuchen + Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber der nicht
bestrahlten Kontrolle nach ANOVA mit anschlieBendem Dunnett T-, beziehungsweise
Dunnett T3-Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Die Ergebnisse deuten somit auf eine mogliche Induktion der Apoptose durch Mangan hin. Dabei
zeigten vor allem die pro-apoptotischen Gene eine verstirkte Expression. Zudem wurden bevor-
zugt Gene, welche fiir den intrinsischen Apoptoseweg codieren, exprimiert, weshalb vermutlich
die Apoptose iiber diesen eingeleitet wird. Moglich wire jedoch auch, dass die Apoptose iiber den
extrinsischen Weg ablduft. In der Literatur sind bereits einige Studien zur Apoptose-Induktion
durch Mangan bekannt (Oubrahim et al. 2001, Deng et al. 2011, Hernroth et al. 2018). Darunter
auch eine Studie, die zeigte, dass Mangan den intrinsischen Apoptoseweg bevorzugt auslost (Yoon
et al. 2011). Die vorliegende Literatur bezieht sich dabei auf unterschiedliche Zelllinien und auch
unterschiedlichen Mangan-Verbindungen.

Diese Daten bestitigen die vorangegangen Ergebnisse der Expression der Gene, welche fiir Tran-
skriptionsfaktoren sowie fiir die Zellzyklusregulation codieren. Mangan scheint, wie bereits be-
schrieben, durch die Induktion von ROS eine inflammatorische Wirkung auf die Zelle auszuiiben,
die DNA zu schidigen, einen Zellzyklusphasen-Arrest und moglicherweise die Apoptose iiber den
intrinsischen Weg einzuleiten. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden im Anschluss die Zellzyklus-

phasenverteilung und die Zelltodmechanismen untersucht.
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5.1.5 Einfluss von Mangan auf die Zellzyklusphasenverteilung und
Viabilitit in HeLa S3-Zellen

Aufgrund der Ergebnisse der Genexpression, welche veridnderte Transkriptmengen fiir Gene der
Zellzyklusregulation bzw. der Apoptose aufzeigten, wurde die Zellzyklusphasenverteilung sowie
die Viabilitdt der HeLa S3-Zellen auf zelluldrer Ebene unter Einfluss von Mangan untersucht.
Hierfiir wurden die Zellen fiir 32 h bzw. 72 h mit MnCl; inkubiert (100 M bis 500 M) und
daraufhin am FACS der Zellzyklus sowie die Viabilitit der Zellen bestimmt.

Zur Markierung der DNA wurde der Fluoreszenzfarbstoff DAPI, zur Messung der Viabilitit wur-
den die Farbstoffe Propidiumiodid und Annexin V-FITC eingesetzt. Propidiumiodid farbt dabei
tote Zellen, da dieser Farbstoff nur geschiadigte Zellmembranen passieren kann, wihrend Anne-
xin V-FITC an Phosphatidylserin der dufieren Membran apoptotische Zellen binden kann und diese
dadurch markiert. Eine Bestrahlung der Zellen wurde in diesem Versuchsaufbau nicht mitgefiihrt,

da in der Genexpressionsanalyse kein zusitzlicher Effekt durch die Bestrahlung erkennbar war.

In Abbildung 5.20 ist die Zellzyklusphasenverteilung von HeLa S3-Zellen unter Einfluss von
Mangan gezeigt. Dabei wurde festgestellt, dass die Kontrollen einen Anteil von etwa 65 % der
Zellen in der G1-Phase, 15 % in der S-Phase und 20 % in der G2-Phase aufwiesen. Nach einer
Inkubationszeit von 32 h war bis 250 uM MnCl; kein Effekt auf die Zellzyklusphasenverteilung
ersichtlich. Ab einer Konzentration von 500 ;1M wurde ein leichter Anstieg der Zellen auf 70 % in der
G1-Phase, eine Abnahme auf 10 % in der S-Phase und eine unveranderte G2-Phase nachgewiesen.
Aufgrund der hohen Standardabweichung ist dies jedoch vernachldssigbar. Eine Inkubationszeit
von 72 h zeigte ebenfalls bis 250 M MnCl, keinen Einfluss auf die Verteilung der Zellzyklusphasen.
Der Anteil der Zellen in der G2-Phase stieg jedoch leicht auf 24 % bei einer Konzentration von
500 M. Der S-Phasen-Anteil blieb dabei unverindert, wihrend der Anteil in der G1-Phase nur
leicht auf 61 % abnahm.
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Abbildung 5.20: Einfluss von Mangan auf die Zellzyklusphasenverteilung in HeLa S3-Zellen. Die
Zellen wurden fiir 32 h bzw. 72 h mit Manganchlorid (MnCl,) (100 ;M bis 500 pM)
inkubiert. Gezeigt sind die Mittelwerte von drei unabhingigen, in Einzelbestimmung
durchgefiihrten Versuchen & Standardabweichung.

Diese Ergebnisse weisen auf eine leichte Tendenz des G1-Phasen-Arrestes mit einer MnCl; Be-
handlung nach 32 h Inkubationszeit hin, wihrend nach 72 h eine Neigung zum Ubergang in
den G2-Phasen-Arrest ersichtlich scheint. Die hohen Standardabweichungen erschweren zu-
sitzlich die Aussage iiber einen moglichen Zellzyklusphasen-Arrest. Moglicherweise wiirden
hohere Mangan-Konzentrationen, welche in dieser Arbeit nicht angewandt wurden, zu einem
Zellzyklus-Arrest fithren.

In der Literatur von Zhao et al. (2008) wurde bereits der Einfluss von MnCl, auf den Zellzyklus
von A549-Zellen gezeigt. Dabei konnte festgestellt werden, dass Mangan bei einer Konzentration
von 500 ;M einen G1- und S-Phasen-Arrest auslosen kann. Dabei wurden Inkubationszeiten von
20 h bis 32 h gewdhlt. Zusitzlich untersuchte die Studie die Verdnderungen Zellzyklus-abhiangiger
Proteine mit Hilfe des Western Blots und stellte dabei eine Abnahme Cyclin-abhingiger Kinasen fest.
Diese Kinasen besitzen wichtige Funktionen in der Kontrolle des Zellzyklus’. Die Beeintriachtigung
der Proteine konnte auf eine Induktion des G1-Phasen-Arrestes hinweisen. Die Daten dieser Arbeit
deuten auf eine dhnliche Tendenz nach einer Inkubationszeit von 32 h und 500 M MnCl; hin.
Ebenfalls einen G1-Phasen-Arrest zeigten Deng et al. (2011). Deng und Kollegen untersuchten dabei

den Einfluss von MnCl, in Rattenastrozyten und konnten feststellen, dass nach einer 24-stiindigen
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Inkubation mit 500 xM MnCl, ein G1-Phasen-Arrest auftrat. Jedoch ist zu beachten, dass diese
Konzentration in Rattenastrozyten bereits zytotoxisch erschien. In den Versuchen von Hernroth
et al. (2018) wurde ein G1-Phasen-Arrest in unterschiedlichen Prostata-Krebszellen nach einer
Inkubation mit MnCl, ermittelt. Hierbei wurden Inkubationszeiten von 24 h bis 72 h und Konzen-
trationen von 1 M bis 1000 M angewandt. Die Induktion des G1-Phasen-Arrestes fand je nach
Zelllinie ab 200 M sowie 48 h statt. Im Gegensatz zu diesen Studien konnten Yu et al. (2015) einen
G2-Phasen-Arrest in HeLa-Zellen durch die Inkubation mit Mangan-Nanopartikeln (MnO@SiO,)
beobachten. Diese Partikel besitzen einen Kern aus MnO, welcher mit SiO, iiberzogen ist. Es
konnte ein G2-Phasen-Arrest nach einer Inkubation mit 50 p1g/ml nach 24 h gezeigt werden. Die
Ergebnisse dieses Experiments deuten auf eine DNA-schidigende Wirkung durch Mangan und

der damit verbundenen Reparatur der DNA am G2/M-Checkpoint hin.

Aufgrund der unterschiedlichen Ergebnisse der angegebenen Studien und der Daten dieser wissen-
schaftlichen Abschlussarbeit kann keine konkrete Aussage iiber die Induktion eines Zellzyklus-
phasen-Arrestes durch Mangan gemacht werden. Unterschiede zwischen den Ergebnissen konnten
auf die unterschiedlichen Zelllinien sowie Inkubations-Substanzen zuriickgefithrt werden. Es sind

weitere Untersuchungen notig, um eindeutigere Aussagen zu erhalten.

In Abbildung 5.21 ist die Viabilitidt von HeLa S3-Zellen unter Einfluss von Mangan dargestellt.
Dabei wurde die Anzahl der vitalen, apoptotischen, spit-apoptotischen sowie nekrotischen Zellen
gemessen. Bei den Kontrollen konnte ein Anteil von etwa 96 % vitaler Zellen festgestellt werden.
Apoptotische Zellen nahmen einen Anteil von etwa 3 bis 4 % ein, wihrend nekrotische Zellen
weniger als 1 % ausmachten. Eine Behandlung mit MnCI, (100 M bis 500 uM) fiir 32 h zeigte
keinen Einfluss, wihrend nach 72 h eine geringe Beeintrichtigung der Viabilitdt von HeLa S3-Zellen
nach einer Inkubation mit 500 uM beobachtet werden konnte. Der Anteil der spat-apoptotischen

sowie nekrotischen Zellen stieg dabei von 2,5 % auf 3,6 % leicht an.
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Abbildung 5.21: Einfluss von Mangan auf die Viabilitit in HeLa S3-Zellen. HeLa S3-Zellen wurden
fiir 32 h bzw. 72 h mit Manganchlorid (MnCl,) (100 M bis 500 ;M) behandelt, als Po-
sitivkontrolle wurde Staurosporin verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhingigen, in Einzelbestimmung durchgefiihrten Versuchen & Standardabweichung.
Statistische Signifikanz gegeniiber der Kontrolle nach ANOVA mit anschlieflendem Dun-
nett T-Test (*p<0,05).

Die Literatur hingegen zeigt eine Induktion der Apoptose durch Mangan in HeLa-Zellen. Hierfiir
wurde MnCl,*4H;O als Inkubations-Substanz fiir 24 h auf HeLa-Zellen gegeben. Dabei wurde eine
verstirkte Induktion der Apoptose bei Konzentrationen grofler 1 mM gemessen (Oubrahim et al.
2001). Zhao et al. (2008) untersuchten die Viabilitit von A549-Zellen nach einer Inkubation mit
MnCl;. Sie konnten feststellen, dass Mangan erst ab einer Konzentration von 2 mM die Apoptose
auslost. Zudem waren diese Effekte erst nach einer Inkubationszeit von 48 h sowie 72 h ersichtlich.
Zusitzlich konnte eine minimale Erhohung nekrotischer Zellen nach einer Inkubationszeit von
72 hund 500 M MnCl; gemessen werden, welche den Ergebnissen dieser Arbeit dhneln.

In Rattenastrozyten konnte die Apoptose-Rate bei einer Inkubation mit 250 M MnCl, nach einer
Inkubationszeit von 24 h erhoht werden, wiahrend in Prostata-Krebszelllinien spit-apoptotische
Zellen nach einer Inkubationszeit von 48 h und einer Konzentration von 200 M gemessen werden
konnte (Deng et al. 2011, Hernroth et al. 2018).

Die Ergebnisse der beschriebenen Studien deuten alle auf eine Induktion der Apoptose durch

Mangan hin. Dabei konnte in der Literatur festgestellt werden, dass Mangan erst ab hohen Konzen-
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trationen apoptotische Vorgiange auslost. Unterschiede in den Ergebnissen konnen moglicherweise
auf die unterschiedlichen Zelllinien sowie Mangan-Verbindungen zurtickgefithrt werden. Zudem
konnten die apoptotischen Vorgange durch die verstirkte Induktion von ROS mittels zunehmender
Mangan-Konzentration erzielt werden. In dieser Dissertation wurden jedoch Konzentrationen bis
500 uM verwendet, weshalb vermutlich Unterschiede zur Literatur auftreten und keine Induktion

der Apoptose beobachtet werden konnte.

Zusammenfassend konnte im gewihlten Konzentrationsbereich kein eindeutiger Effekt durch
Mangan auf die Zellzyklusphasenverteilung sowie Zelltodmechanismen von HeLa S3-Zellen beob-
achtet werden. Lediglich eine Tendenz des G1-Phasen-Arrestes nach 32 h mit einer Behandlung
von 500 ©M MnCl; konnte gezeigt werden. Zudem konnte eine Neigung zum G2-Phasen-Arrest
nach 72 h Inkubationszeit mit 500 ©M MnCl; festgestellt werden. Die Ergebnisse der Genexpres-
sion zu Zellzyklus- und Apoptose-assoziierten Genen deuten auf einen Zellzyklusphasen-Arrest
sowie dem Auslosen der Apoptose hin. Moglicherweise beeinflusst Mangan die Expression dieser
Gene, wihrend auf zelluldrer Ebene nur eine geringfiigige Beeintrichtigung gezeigt wurde. So-
mit lasst sich keine eindeutige Aussage tiber diese Auswirkungen durch Mangan treffen, weshalb
weitere Untersuchungen notig sind. Hohere Konzentrationen sowie andere Zeitpunkte kdnnten
weiterfithrende Ergebnisse liefern. Die Methode des Western Blots wiirde Aufschluss iiber mog-
liche Veranderungen im Gehalt Zellzyklus-regulierender und Apoptose-induzierender Proteine

geben.
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5.2 Chromat

5.2.1 Zytotoxizitit von Chromat auf HeLa S3-Zellen

Zur Bestimmung eines geeigneten Konzentrationsbereiches wurden zunichst die akute Zytotoxizi-
tit durch die Zellzahl, die langfristige Zytotoxizitdt durch die CFA sowie die metabolische Aktivitdt
mittels ATP-Gehalt unter Einfluss von Ky CrpO7 analysiert. Dabei wurde eine Gesamtinkubations-
zeit von 32 h gewdhlt und zur Bestimmung der subchronischen Zytotoxizitit eine Inkubationszeit

von 72 h eingehalten. Eine Bestrahlung fand in den Untersuchungen der Zytotoxizitit nicht statt.

In Abbildung 5.22 ist der Einfluss von K, CryO7 auf die Zellzahl dargestellt. Es zeigte sich ein leicht
zytotoxischer Effekt ab 2,5 uM, wobei der Anteil vitaler Zellen auf 80 % der Kontrolle nach 32 h

sowie 72 h Inkubationszeit sank. Ab einer Konzentration von 5 uM fiel die Zellzahl nach 32 h auf
65 % und nach 72 h auf 35 %.
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Abbildung 5.22: Einfluss von Chromat auf die Zellzahl von HeLa S3-Zellen. HeLa S3-Zellen wurden
fiir 32 h bzw. 72 h mit Kaliumdichromat (K,Cr;O7) (1 uM bis 5 M) inkubiert. Darge-
stellt sind die Mittelwerte von drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten
Versuchen + Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber der jeweiligen Kon-

trolle nach ANOVA mit anschliefendem Dunnett T-, beziehungsweise Dunnett T3-Test
(*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).
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Zur Untersuchung der langfristigen Zytotoxizitdt von K;Cr,O7 auf HeLa S3-Zellen wurde die
CFA untersucht. Hierfiir wurden nach Bestimmung der Zellzahl, die Zellen fiir 7 bis 10 Tage
subkultiviert. Die Ergebnisse der CFA sind in Abbildung 5.23 aufgefiihrt. Bei einer Konzentration
von 2,5 uM sank die Anzahl der Kolonien auf 75 % der Kontrolle (nach 32 h sowie 72 h) und somit
in den moderat zytotoxischen Bereich. Ab 5 uM K, Cr,O7 war ein stark zytotoxischer Effekt zu
erkennen, wobei nach 32 h Inkubationszeit die Anzahl der Kolonien auf 15 % und nach 72 h auf
30 % der Kontrolle fiel.
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Abbildung 5.23: Einfluss von Chromat auf die Koloniebildungsfihigkeit (CFA) von HeLa S3-Zellen.
Gezeigt ist die Anzahl der Kolonien von HeLa S3-Zellen in Abhingigkeit der Kaliumdi-
chromat (K, Cr; O7)-Konzentrationen. Die Zellen wurden fiir 32 h bzw. 72 h mit 1 M bis
5 uM K;,Cr,O7 inkubiert und anschliefend 7 bis 10 Tage subkultiviert. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen
=+ Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber der jeweiligen Kontrolle nach
ANOVA mit anschlieBendem Dunnett T-, beziehungsweise Dunnett T3-Test (**p<0,01,
*#4p < 0,001).

In der Literatur wurde die Zytotoxizitit von Chrom(VI)-Verbindungen auf unterschiedliche Zellli-
nien bereits beschrieben. Dabei zeigte Xie et al. (2015) eine dosisabhingige Abnahme der Anzahl
der Kolonien durch die Inkubation mit Natriumchromat in Lungenfibroblasten. Ab einer Kon-

zentration von 2,5 uM nach einer Inkubationszeit von 24 h sank die CFA auf 41 % bezogen auf
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die Kontrolle, wihrend mit 5 M Natriumchromat noch 5 % der Kolonien detektiert wurden. In
einer anderen Studie von Wise et al. (2002) wurde die Toxizitit von Natriumchromat in humanen
Bronchialfibroblasten untersucht. Dabei konnte ebenfalls eine konzentrationsabhingige Abnahme
der Kolonien beobachtet werden. Nach einer Inkubationszeit von 24 h und 2,5 M konnten noch
57 % der Kolonien bezogen auf die Kontrolle nachgewiesen wurden. Die postulierten Mechanismen
der Chromat-Toxizitit beruhen auf der Reduktion von Chrom(VI) zu den Intermediaten Chrom(V),
Chrom(IV) und Chrom(III), welche in der Lage sind, mit der DNA Addukte zu bilden und somit die
DNA zu schiddigen. Dabei weisen vor allem die terndren Chrom(III)-DNA-Addukte mit Ascorbat
ein hohes mutagenes Potential auf. Zudem werden bei der Reduktion von Chrom(VI) ROS durch
Fenton-dhnliche Reaktionen generiert. Chrom(VI) wird dabei durch die Bindung von Ascorbat,
Glutathion und NADPH iiber Ein- und Zweielektronensysteme zu Chrom(III) reduziert. ROS
konnen anschliefend Proteine, Lipide und die DNA schidigen (zusammengefasst in O’'Brien et al.
2003).

Die Ergebnisse der Literatur sowie die Daten der vorliegenden Arbeit deuten auf eine konzen-
trationsabhingige Abnahme der Zellviabilitdt durch K;CryO7 hin. Wihrend in den aufgefiihrten
Studien (Xie et al. 2015, Wise et al. 2002) meist ein stirkerer Effekt durch Chromat ersichtlich
war, zeigte sich in den vorliegenden Ergebnissen ein geringerer aber dennoch vorhandener Ein-
fluss auf die Zytotoxizitdt. Moglicherweise ldsst sich diese Betrachtung auf die empfindlicheren
Zelllinien, welche in den genannten Studien genutzt wurden, zuriickfithren. Ebenfalls wurden un-
terschiedliche Chromat-Verbindungen in der Literatur verwendet. Zur Bestimmung eines weiteren

Endpunktes wurde im Anschluss die metabolische Aktivitit untersucht.

Die metabolische Aktivitidt von HelLa S3-Zellen unter Einfluss von K, CryO7 wurde mit Hilfe des
ATP-Gehaltes analysiert (Abbildung 5.24). Bereits ab 1 M K, Cr, O7 stieg der ATP-Gehalt auf 120 %
der Kontrolle an. Nach einer Inkubation mit 2,5 4M nahm die metabolische Aktivitit auf 145 %
der Kontrolle weiterhin zu, fiel jedoch nach einer Inkubation mit 5 uM K, Cr, O7 wieder auf 120 %.
Dabei zeigten die Inkubationszeiten von 32 h und 72 h in ihrer Auswirkung keine Unterschiede.
Aufgrund der hohen Standardabweichung ist eine Aussage tiber die erhohte metabolische Aktivitit
der Zellen jedoch erschwert. Der Anstieg des ATP-Gehaltes unter Einfluss von Chromat ist nicht
statistisch signifikant.
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Abbildung 5.24: Einfluss von Chromat auf die metabolische Aktivitit von HeLa S3-Zellen. Die Zel-
len wurden fiir 32 h bzw. 72 h mit Kaliumdichromat (K,Cr,O7) (1 M bis 5 ;tM) behan-
delt und die metabolische Aktivitdt tiber den ATP-Gehalt mittels Lumineszenz gemessen.
Dargestellt sind drei unabhingige, in Doppelbestimmung durchgefiihrte Versuche 4 Stan-
dardabweichung.

In der Literatur von Debetto et al. (1982) wurde der ATP-Gehalt in Hamsterfibroblasten unter
Einfluss von K, CryO7 dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass der ATP-Gehalt mit steigender
Konzentration abnimmt, wihrend in der vorliegenden Arbeit die metabolische Aktivitit tendenziell
verstiarkt wird. Unterschiede zwischen den Ergebnissen konnten aufgrund unterschiedlicher Zellli-
nien sowie Inkubationszeiten entstanden sein. In der Literatur verwendete Behandlungszeitraume
waren bis zu 180 Minuten und Dosen von 50 /M bis 1 mM. In der vorliegenden Arbeit wurde eine
um den Faktor 10 niedrigere Konzentration verwendet als die am geringsten eingesetzte Dosis in
der Literatur.

Mit Hilfe des 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Assays konn-
te ebenfalls eine dosisabhingige Abnahme der Zellviabilitit durch die Inkubation mit K,Cr; 07
festgestellt werden. Die Ergebnisse dieser Studie zeigten nach 24 h sowie 48 h Inkubationszeit
eine Abnahme der Zellviabilitdt auf 82 % der Kontrolle durch 3,12 uM K;Cr,O7 in humanen
Leberkarzinomzellen (Patlolla et al. 2009). Dabei wird mit dem MTT-Assay ebenfalls die meta-
bolische Aktivitit der Zellen gemessen, wobei der Farbstofft MTT durch NADPH in Formazan
umgesetzt wird. Formazan ist ein blau-violetter unloslicher Farbstoft, welcher kolorimetrisch

analysiert werden kann. Patlolla et al. (2009) unterstiitzen somit die vorliegenden Ergebnisse der
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kurzzeitigen sowie langfristigen Zytotoxizitit, wobei eine Aussage iiber die metabolische Aktivitdt
aufgrund der hohen Standardabweichungen nicht getroffen werden kann.

Eine moglich Erhohung des ATP-Gehaltes der Zellen konnte durch das Einleiten der Apoptose
verursacht werden. Bekannt ist, dass fiir die beginnenden apoptotischen Vorginge ATP zur Akti-
vierung von Caspasen und fiir die Chromatin Kondensation benétigt und vermehrt bereitgestellt
wird (Zamaraeva et al. 2005). Moglich wire eine Induktion des programmierten Zelltodes durch
K,Cr;07 in HeLa S3-Zellen, welcher eine gesteigerte ATP-Synthese verursacht. Das Einleiten
der Apoptose durch Chromat konnte bereits in der Literatur gezeigt werden. In den angegebenen
Studien wurden jedoch zytotoxische Konzentrationen von mindestens 20 M verwendet (Bagchi
et al. 2002, Hayashi et al. 2004, Hill et al. 2008).

Die Ergebnisse der Zytotoxizitit zeigten einen Einfluss ab 5 uM K;Cr,O7 auf die Zellzahl sowie
CFA, wihrend tiber den ATP-Gehalt aufgrund der hohen Standardabweichung keine eindeutige
Aussage getroffen werden kann. Aufgrund dieser Erkenntnisse wurden nachfolgende Versuche mit
Konzentrationen bis 2,5 uM K, CryO7 durchgefiihrt. Der im Anschluss aufgefiihrte Reporter-Assay

wurde ebenfalls mit 5 M angewandt, um mogliche Effekte deutlicher darstellen zu konnen.

5.2.2 Einfluss von Chromat auf die Reparatur von

DNA-Doppelstrangbriichen

Nach der Bestimmung eines geeigneten Konzentrationsbereiches wurde der Einfluss von K, Cr, 07
auf die Reparatur von durch ein Restriktionsenzym spezifisch gesetzten DNA-DSB und strah-
leninduzierten DNA-DSB untersucht. Zunichst wurde der Reporter-Assay angewandt, um die
einzelnen Mechanismen auf ihre Aktivitit zu tiberpriifen. Anschlieflend folgte die Farbung spezifi-

scher DNA-Reparaturproteine und die Detektion mittels IF.

5.2.2.1 Reporter-Assay

Zur Untersuchung der Reparaturwege HR, NHE], SSA sowie MME] wurde zunichst der Repor-
ter-Assay angewandt. Dabei wurden die transfizierten U20S-Zellen mit K, Cr,O7 behandelt und
anschlieffend die Aktivitdt mittels GFP-Signal am FACS iiberpriift.
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Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung 5.25 aufgefiihrt. Dabei kam es zu einer Abschwichung des
GFP-Signals in den Zellen, welche das NHE] sowie das SSA widerspiegeln, auf 85 % der Kontrolle
bei einer Konzentration von 5 M. Eine Abnahme des GFP-Signals der HR zeigte sich bereits ab
2,5 M und es sank auf 65 % der Kontrolle. Nach einer Inkubation mit 5 M K, Cr,O7 wurde ein
GFP-Signal von lediglich 15 % erfasst, welches auf eine fast vollstindig inhibierte HR hindeutet.
Das Signal des MME] war im vorliegenden Versuch konzentrationsabhingig auf 140 % bereits
nach einer Inkubation von 2,5 M gestiegen. Nach einer Behandlung mit 5 uM K, Cr,O7 wurde

ein um das 8-fache verstiarktes GFP-Signal gegeniiber der Kontrolle gemessen.
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10 . .
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Abbildung 5.25: Einfluss von Chromat auf die Reparaturwege von DNA-Doppelstrangbriichen
(DNA-DSB) in U20S-Zellen mittels Reporter-Assay. U20S-Zellen wurden fiir 6 h
mit dem Restriktionsenzym I-Scel transfiziert, anschliefend fiir 66 h, um ein maximales
GFP-Signal zu erhalten, mit Kaliumdichromat (K,Cr;07) (0,5 uM bis 5 ¢M) inkubiert
und das GFP-Signal mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS) gemessen. Die Proben
wurden auf die transfizierte Kontrolle bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen & Standardabweichung.
Statistische Signifikanz gegeniiber der transfizierten Kontrolle nach ANOVA mit anschlie-
Bendem Dunnett T-Test (***p<0,001).
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Diese Ergebnisse deuten auf eine intakte Reparatur durch das NHE] sowie SSA nach einer Behand-
lung mit K, CrO7 hin. Wihrend die nahezu fehlerfreie HR fast vollstindig inhibiert scheint, wird
moglicherweise dieser Verlust durch das fehlerbehaftete MME] ausgeglichen.

In der Literatur konnte der Einfluss auf die HR durch Chrom(VI)-Partikel bereits gezeigt werden.
Hierbei wurde das dargestellte System des Reporter-Assays in humanen Bronchialfibroblasten
angewandt und mit Zinkchromat-Partikeln behandelt. Die Ergebnisse zeigten eine verstarkte Repa-
ratur der DNA-DSB durch die HR nach einer Inkubationszeit von 24 h, wihrend nach 120 h die HR
vollstindig inhibiert war. Der postulierte Mechanismus basiert auf der Inhibierung der Ausbildung
des Rad51 Nukleoproteinfilamentes (Browning et al. 2016). In der vorliegenden Arbeit wurde eine

Inkubationszeit von 66 h angewandt und ebenfalls eine Inhibierung der HR festgestellt.

Diese Beeintrachtigung konnte zu einer vermehrten Reparatur durch das MME] fithren und das
gesteigerte GFP-Signal dieses Weges erkliren. Die Verstirkung dieses Reparaturweges durch
K,Cr;07 wurde in dieser Arbeit erstmalig untersucht. Ein moglicher Mechanismus konnte die
Inhibierung des Proteins BRCA1 darstellen. Es konnte bereits festgestellt werden, dass durch eine
Beeintrachtigung von BRCA1 eine verstiarkte Induktion der Reparatur mittels MME] stattfin-
det (Ahrabi et al. 2016). Ebenfalls konnte eine inverse Korrelation zwischen der HR-Aktivitidt und
der Expression der POLQ, welche fiir die Polymerase # codiert, gezeigt werden (Ceccaldi et al. 2015).
Moglicherweise wird durch die Inhibierung von BRCA1 die Polymerase  verstirkt exprimiert
bzw. durch eine erhdhte Induktion der Polymerase die HR beeintrichtigt (Ahrabi et al. 2016). Dabei
stellt BRCA1 ein wichtiges Protein der HR dar, welches fiir die Rekrutierung von Rad51 an den
DNA-DSB verantwortlich ist. Fiir das MME] stellt die Polymerase  ein wichtiges Markerprote-
in dar, mit der Funktion die DNA iiber Mikrohomologien zu verkniipfen (zusammengefasst in
Prakash et al. 2015 sowie Wood und Doublie 2016).

Die Daten der vorliegenden Arbeit sowie der Literatur implizieren eine Verschiebung von der na-
hezu fehlerfreien HR zum fehlerbehafteten MME] und somit zu einer moglichen Beeintrichtigung
der genomischen Stabilitdt. Dabei fiihrt eine fehlerhafte Reparatur zu einer erhohten Mutati-
onsrate sowie deren potentiellen Folge einer Kanzerogenese. Im Anschluss wurden die Proteine
BRCAT1 und Rad51 sowie Rad54 mit Hilfe der IF untersucht, um die mogliche Beeintriachtigung
der HR zu tiberpriifen. Zudem wurde die Transkriptmenge der POLQ unter Einfluss von K, Cr; 07
betrachtet.
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5.2.2.2 Immunfluoreszenz (IF)

Aufgrund der Ergebnisse des Reporter-Assays, welcher eine Inhibierung der HR zeigte, wurde
anschlieffend die IF zur Farbung spezifischer Reparaturproteine durchgefithrt. Hierzu wurden
die Proteine BRCA1, Rad51 sowie Rad54 als Markerproteine der HR ausgewdhlt. HeLa S3-Zellen
wurden fiir 24 h bzw. 64 h mit K, Cr, O7 inkubiert, mit 1 Gy zur Induktion von DNA-DSB bestrahlt
und zur Betrachtung der Reparatur 8 h nachinkubiert. Eine 8-stiindige Nachinkubationszeit
wurde, wie bereits bei Mangan beschrieben, gewihlt, da ein Grofiteil der strahleninduzierten
DNA-DSB nach dieser Zeit repariert sind (Beucher et al. 2009). Zusitzlich wurden Versuche mit

nicht bestrahlten Zellen mit einer Gesamtinkubationszeit von 32 h bzw. 72 h mitgefiihrt.

BRCAL1

BRCAL1 trigt in der HR die Funktion, die DNA-Enden des DSB zu prozessieren und anschliefend
im Komplex mit BRCA2 die Rad51 Monomere an den DNA-DSB zu rekrutieren. Rad51 stabilisiert
daraufhin den DNA-Einzelstrang. BRCA1 besitzt an seinem N-terminalen Ende eine Ringstruktur,
welche sich durch die Koordination von zwei Zinkionen auszeichnet (zusammengefasst in Prakash
et al. 2015, Jensen et al. 2010). Diese Struktur bietet eine Angriffsstelle fiir Metalle (zusammengefasst
in Hartwig 2001).

Abbildung 5.26 zeigt die Ergebnisse der BRCA1-Farbung nach einer Inkubation mit K;Cr,O7.
Dabei wurde nach einer Inkubationszeit von 32 h ohne Bestrahlung etwa 5 Foci in der Kontrolle,
11 Foci nach einer Behandlung mit 1 ©M und 14 Foci mit 2,5 uM K,Cr,O7 gezihlt. In diesem
Zeitraum wurden mit zusitzlicher Bestrahlung 26 Foci in der Kontrolle, 28 Foci mit 1 uM sowie
30 Foci mit 2,5 uM K, CrO7 detektiert. Nach einer 72-stiindigen Behandlungszeit konnten in
den nicht bestrahlten Behandlungen 9 Foci in der Kontrolle, mit 1 ©M 5 Foci und mit 2,5 uM
K,Cr07 nur noch 3 Foci analysiert werden. Mit zusitzlicher Bestrahlung wurde dieser Effekt
verstarkt. Hier wies die Kontrolle 29 Foci auf, die Inkubation mit 1 M zeigte nur noch 17 Foci
und die Behandlung mit 2,5 uM K;Cr,O7 13 Foci.
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Abbildung 5.26: Einfluss von Chromat auf die Anlagerung von BRCA1 in HeLa S3-Zellen mit Hilfe
der Immunfluoreszenz (IF)-Firbung. HeLa S3-Zellen wurden fiir 24 h bzw. 64 h mit
Kaliumdichromat (K, CryO7) vorinkubiert (1 M und 2,5 pM), mit 1 Gy bestrahlt und
fiir 8 h nachinkubiert. Nicht bestrahlte Proben wurden fiir 32 h bzw. 72 h mit K,Cr,O7
inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestimmung
durchgefiihrten Versuchen £ Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber
der jeweiligen Kontrolle nach ANOVA mit anschliefendem Dunnett T-, beziehungsweise
Dunnett T3-Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Die Ergebnisse der 32-stiindigen Inkubation deuten auf eine Induktion von DNA-DSB durch
Chromat selbst hin. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, dass BRCA1 am vorhandenen DNA-DSB
nicht mehr abgebaut werden kann. Nach einer 72-stiindigen Behandlung scheint eine mogliche
Beeintrichtigung von BRCA1 durch Chromat vorzuliegen. Moglich wire, dass BRCA1 nicht mehr
an den DNA-DSB binden kann. Der Einfluss von K, Cr,O7 auf BRCA1 wurde mit Hilfe der IF in

dieser Arbeit erstmalig untersucht.

Die Induktion von DNA-DSB durch Chrom(VI) konnte bereits festgestellt werden, wobei diese Er-
kenntnisse in Versuchen mit Hilfe des Comet Assays unter neutralen Bedingungen sowie mit der IF
von v-H2AX beobachtet werden konnten. Hierbei wurden in verschiedenen Zelllinien unterschied-
liche Chrom-Verbindungen und -Partikel getestet. Es konnte bereits bei einer Inkubationszeit von
30 Minuten mit 10 M Kaliumchromat in HeLa-Zellen eine Induktion von DNA-DSB nachge-

wiesen werden (Wakeman et al. 2004). Xie et al. (2005) zeigten, dass Natriumchromat in humanen
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Lungenfibroblasten bereits ab einer Konzentration von 1 M DNA-DSB induziert. Auferdem
verursachte Natriumchromat in dermalen Fibroblasten eine erhohte Induktion von DNA-DSB.
Dabei wurden 6 pM fiir 3 h eingesetzt (Ha et al. 2004). Die Entstehung von DNA-DSB durch
Chromat wird auf die Bildung von Chrom-DNA-Addukten und auf die beeintriachtigte Reparatur
dieser Addukte zuriickgefithrt. Zudem wird ebenfalls die Generierung von ROS und den damit
verbundenen DNA-Schiden postuliert (Peterson-Roth et al. 2005, Reynolds et al. 2009, zusammen-
gefasst in O’Brien ef al. 2003). Die DNA-Addukte konnen zum Blockieren und anschlieflenden
Zusammenbrechen der Replikationsgabel fithren und damit zum Entstehen von DNA-DSB. Zudem
stellt die mismatch repair ein wichtiges Reparatursystem Chrom-induzierter Schiaden dar. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass die Proteinkomplexe der mismatch repair an die DNA-Addukte binden,
diese jedoch nicht beheben konnen. Dies wiederum fiihrt, wie bereits beschrieben, zur Stérung
der Replikation und folglich zum Entstehen von DNA-DSB (Peterson-Roth et al. 2005, Reynolds
et al. 2007, 2009). Die Effekte von ROS und deren Entstehung durch Chromat wurde bereits in
Abschnitt 5.2.1 beschrieben. Wihrend die Entstehung von DNA-DSB durch Chromat gut erforscht

ist, ist iber die Reparatur dieser Schiden unter Einfluss von Chromat weniger bekannt.

Wihrend nach einer 32-stiindigen Inkubation mit Chromat die Anlagerung von BRCA1 beobachtet
werden konnte, wurden nach einer 72-stiindigen Behandlung weniger Foci nachgewiesen. Diese
verminderte Anlagerung von BRCA1 durch Chrom(VI) wurde in der Literatur bisher nicht un-
tersucht und kann in der vorliegenden Dissertation erstmalig gezeigt werden. Moglich wire eine
durch Chrom(VI) verursachte epigenetische Veranderung im BRCA I-Gen, woraus eine verminder-
te Expression des Proteins resultiert. Es ist bereits bekannt, dass Chrom(VI) in Reparaturgenen
zur Hypermethylierung fithrt und somit deren Expression vermindert (Takahashi et al. 2005, Hu
et al. 2018). Dabei werden mehrere Mechanismen der Hypermethylierung postuliert, wobei ein
Mechanismus auf die Induktion der Histon-Methyltransferase G9a zuriickgefithrt werden kann.
Die Histon-Methyltransferase G9a methyliert dabei die Aminogruppe von Lysin 9 im Histon 3
(H3K9). Diese Methylierung wiederum fithrt zur Rekrutierung von DNA-Methyltransferasen,
welche anschlieffend die DNA methylieren. Eine DNA-Methylierung findet vorzugsweise in
cytosin- und guanosinreichen Promotorregionen von Genen statt. Das vermehrte Auftreten von
5-Methylcytosin verringert die Affinitdt von Trankriptionsfaktoren an die entsprechenden Gense-
quenzen zu binden und reduziert somit deren Transkriptionsrate. Des Weiteren werden durch
die Histon-Methylierung von H3K9 Histone deacetyliert, wodurch die DNA unzuginglich fiir
Transkriptionsfaktoren vorliegt. In der Literatur konnte bereits gezeigt werden, dass G9a durch
Chrom(VI) verstirkt induziert wird und somit eine Hypermethylierung auslosen kann (Sun et al.
2009, Ali et al. 2011, Jin et al. 2012, zusammengefasst in Jin et al. 2011).
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Moglich wire ebenfalls, eine Interaktion von Chromat mit der in BRCA1 enthaltenen Ringstruktur.
Diese wird aus einem Zinkion, welches iiber vier Cysteine gebunden und einem Zinkion, welches
iiber drei Cysteine und einem Histidin koordiniert ist, gebildet (zusammengefasst in Savage und
Harkin 2015). Die Interaktion einiger Metalle mit Zink-bindenden Strukturen konnte bereits
mehrfach gezeigt werden (zusammengefasst in Hartwig 2001 und Witkiewicz-Kucharczyk und
Bal 2006). Chrom(VI) kénnte Zink-bindende Motive in Proteinen beeintrichtigen und somit ihre
Funktion storen. Moglich wire eine Oxidation der Thiolgruppen und dem damit einhergehenden
Verlust von Zink aus diesen Strukturen. Dass Chrom(VI) bzw. dessen Intermediate in der Lage
sind, mit Zink-bindenden Motiven und Thiolgruppen zu wechselwirken, konnte bereits in ver-
schiedenen Studien gezeigt werden (zusammengefasst in Witkiewicz-Kucharczyk und Bal 2006,
Levina et al. 2000, Krepkiy et al. 2001). Jedoch konnte nach einer 32-stiindigen Inkubation mit
Chromat BRCA1 Foci nachgewiesen werden, weshalb eine Interaktion mit der Ringstruktur in
BRCAT1 unwahrscheinlich ist.

Die Daten der vorliegenden Arbeit sowie die Ergebnisse der Literatur deuten auf eine Induktion von
DNA-DSB durch Chrom(VI) nach 32-stiindiger Behandlung hin. Zudem implizieren die Ergebnisse
der 72-stiindigen Inkubation einen verminderten Proteingehalt von BRCA1 vermutlich durch
epigenetische Verdnderungen. Durch die Beeintridchtigung von BRCA1 konnten moglicherweise
Folgeproteine dieses Reparaturmechanismus ebenfalls beeintrachtigt sein. Aufgrund dessen, wurde
im Anschluss die IF von Rad51 betrachtet. Rad51 wird, wie bereits beschrieben, von BRCA1 und
BRCA?2 an den DNA-DSB koordiniert. Fiir den Abbau von Rad51 ist Rad54 verantwortlich, welches
ebenfalls mit Hilfe der IF anschlieRend detektiert wurde. Zusitzlich ist bereits bekannt, dass eine
Inhibierung von BRCA1 zu einer verstirkten Expression der Polymerase 6 fiihrt (Ahrabi et al.
2016), welche wiederum die Reparatur mit Hilfe des MME] unterstiitzt. Aus diesem Grund wurde

abschliefend die Expression der POLQ, welche fiir die Polymerase ¢ codiert, untersucht.

Rad51

Im Anschluss an die IF von BRCA1 wurde das Protein Rad51 angefirbt. Wie bereits beschrie-
ben, koordiniert BRCA1 im Komplex mit BRCA2 das Protein Rad51 an den DNA-DSB. Rad51 ist
anschlieffend fiir die Stabilisierung des DNA-Einzelstranges, durch Ausbilden eines Nukleoprotein-
filamentes sowie fiir das Eindringen in das Schwesterchromatid, verantwortlich (zusammengefasst
in Heyer et al. 2010). Aufgrund der vorhandenen Thiolgruppen im Protein stellt Rad51 eine An-
griffsstelle fiir Metalle dar (zusammengefasst in Hartwig 2001).
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Abbildung 5.27 zeigt die Ergebnisse der [F von Rad51 nach einer 32- sowie 72-stiindigen Inkubation
mit Chromat mit und ohne Bestrahlung. Nach einer Behandlungszeit von 32 h ohne Bestrahlung
konnten 6 Foci in der Kontrolle, 54 Foci und 58 Foci nach einer Inkubation mit 1 und 2,5 uM
K,Cr;07 nachgewiesen werden. Mit zusitzlicher Bestrahlung stieg die Anzahl der Rad51 Foci auf
25 in der Kontrolle an, wihrend die Foci-Anzahl nach einer Inkubation mit 1 und 2,5 uM auf 55
bzw. 63 Foci minimal anstieg. Nach einem Behandlungszeitraum von 72 h wurden dhnliche Daten
ermittelt. Eine Inkubation mit 1 ©M K;Cr,O7 wies ohne Bestrahlung 38 Foci und mit 2,5 uM
53 Foci auf. In diesem Zeitraum wurde ebenfalls die Foci-Anzahl durch eine zusitzliche Bestrahlung
leicht erhoht. Dabei stieg mit einer Konzentration von 1 M K, Cr;O7 die Anzahl der Foci auf 39
und mit einer Inkubation von 2,5 uM auf 61 an. Die Kombinationsbehandlung von Chromat und
Bestrahlung zeigte keinen additiven Effekt, wobei moglicherweise der Sittigungsbereich fiir die

Detektionsmethode erreicht ist.

nicht bestrahlt bestrahlt
70 70 ok
60 - - 60 - : J 7
. I -
2 50 - g 50 -
.
0 0 uM -
2 40 - i 940 |
- 1 uM &
= 30 - = 30 -
s S ] ,
< 20 m25uM < 20
10 - 10 -
1 -
0 . 0 . %ﬁ
24h+8h 64h+8h 24h+8h 64h+8h
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 5.27: Einfluss von Chromat auf die Anlagerung von Rad51 in HeLa S3-Zellen mit Hil-
fe der Immunfluoreszenz (IF)-Firbung. Die Zellen wurden fiir 24 h bzw. 64 h mit
Kaliumdichromat (K, Cr,O7) vorinkubiert (1 M und 2,5 uM), mit 1 Gy bestrahlt und
fiir 8 h nachinkubiert. Nicht bestrahlte Proben wurden fiir 32 h bzw. 72 h mit K,Cr, O
inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestimmung
durchgefiihrten Versuchen £ Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber
der jeweiligen Kontrolle nach ANOVA mit anschliefendem Dunnett T-, beziehungsweise
Dunnett T3-Test (***p<0,001).
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Diese Ergebnisse deuten ebenfalls auf eine Induktion von DNA-DSB durch Chromat selbst hin,
wihrend keine direkte Beeintrachtigung auf das Protein Rad51 nachgewiesen werden konnte.
Im Widerspruch stehen die Ergebnisse der IF-Farbung von BRCA1, hierbei wurde nach einer
Inkubationszeit von 72 h eine verminderte Anlagerung des Proteins beobachtet. Dabei ist BRCA1
im Komplex mit BRCA2 fiir die Anlagerung von Rad51 verantwortlich. Die vorliegenden Ergebnisse
deuten jedoch auf eine Anlagerung von Rad51 hin, obwohl BRCA1 in diesem Zeitraum inhibiert

zu sein scheint.

Die Induktion von DNA-DSB durch Chromat wurde mit Hilfe der IF-Farbung von Rad51, wie
bereits mit BRCA1 und auch in der Literatur gezeigt, bestitigt (Wakeman et al. 2004, Ha et al. 2004,
Xie et al. 2005, Reynolds et al. 2007, Xie et al. 2009). Widerspriichlich scheinen die Ergebnisse der
72-stiindigen Inkubation mit Chromat. In der Literatur wurden Untersuchungen zu Rad51 unter
Einfluss von Zinkchromat-Partikeln mit Hilfe der IF bereits durchgefiihrt. Dabei wurde jedoch
festgestellt, dass Rad51 in humanen Lungenzellen nach einer 72-stiindigen Inkubation eine gerin-
gere Anzahl an Foci bezogen auf die Kontrolle zeigte (Qin et al. 2014). Eine andere Studie aus dem
selben Arbeitskreis bestdtigte die fehlende Foci-Formation nach einer subchronischen Exposition
mit Zinkchromat-Partikeln. Sie fanden heraus, dass Rad51 nicht direkt beeinflusst scheint, son-
dern der Rad51-Proteingehalt im Kern signifikant gesenkt wird (Browning et al. 2016). Zusitzlich
konnten Browning und Kollegen iiber Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)-Aufnahmen
die fehlende Nukleoproteinfilament-Ausbildung zeigen. Aufgrund dessen untersuchten sie das fiir
den Transport von Rad51 an den DNA-DSB mit verantwortliche Protein BRCA2. Hierfiir wurde
die Methode der IF herangezogen. Sie konnten feststellen, dass das Protein BRCA2 nicht durch
Chromat beeinflusst scheint (Browning et al. 2016). Dies wiederum stiitzt die Ergebnisse der IF
von BRCAL in dieser vorliegenden Arbeit. Moglicherweise wird BRCA1 durch Chromat inhibiert
und ist dadurch nicht mehr in der Lage, Rad51 an den DNA-DSB zu koordinieren. Es scheint
jedoch, dass die Anlagerung von Rad51 durch BRCA2 weiterhin ausgefiihrt werden kann. Dies
wiirde die Ergebnisse der IF von Rad51 erkldren. Moglicherweise wird Rad51 von BRCA2 an den
DNA-DSB koordiniert. Jedoch zeigten Browning et al. (2016), dass das Nukleoproteinfilament
nicht aufgebaut werden kann. In der von uns verwendeten IF-Methode kann die Ausbildung
des Filaments nicht direkt betrachtet werden. Bekannt ist nur, dass eine Foci-Bildung bereits
ab 3 bis 6 Rad51-Monomeren ersichtlich wird, wobei die Grofe des Filaments abhingig vom
Rad51-Proteingehalt scheint (Candelli et al. 2014).

Den Einfluss von verschiedenen Metallverbindungen auf das Protein Rad51 konnte bereits in

Veroffentlichungen aus unserem Arbeitskreis gezeigt werden. Dabei zeigte Antimon eine Inhibie-
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rung der Assoziation von Rad51, wihrend Arsen die Dissoziation storte. Eine Behandlung mit
Aluminium hingegen fiihrte zu einem verminderten Proteingehalt (Koch et al. 2017, Niemand 2018,
Ott 2019). Diese Ergebnisse implizieren unterschiedliche Wirkmechanismen der Inhibierung fiir

die verschiedenen Metalle.

Moglich wire ein unvollstindiger Aufbau des Nukleoproteinfilaments von Rad51 unter Einfluss von
Chromat, wobei schon eine geringe Anzahl an Rad51-Monomeren zu einer Foci-Bildung fithren
kann. Diese werden moglicherweise durch BRCA2 an den DNA-DSB koordiniert, da BRCA1 durch
Chromat beeinflusst scheint. Da vermutlich das Filament nicht vollstindig aufgebaut werden kann,
wire ein ausbleibender Abbau der Rad51-Monomere ebenfalls denkbar. Hierfiir ist das Protein
Rad54 verantwortlich, welches bei einem fehlenden Filament nicht an den DNA-DSB koordiniert
werden kann. Aufgrund dieser Erkenntnisse und der Daten der Literatur wurde im Anschluss
die IF von Rad54 betrachtet. Zudem wurde der Proteingehalt der Zellfraktionen tiberpriift, um

mogliche Verdnderungen, wie sie in der Literatur beschrieben wurden, zu untersuchen.

Rad54

Das Protein Rad54 ist, wie bereits beschrieben, ebenfalls an der Reparatur von DNA-DSB {iber die
HR beteiligt. Dabei bindet es an Rad51, sucht die homologe Sequenz im Schwesterchromatid und
dringt in dieses ein. Anschlieflend ist es fiir den Abbau von Rad51 zustindig (zusammengefasst in
Mazin et al. 2010).

In Abbildung 5.28 sind die Ergebnisse der IF von Rad54 nach einer Inkubationszeit von 32 h bzw.
72 h mit und ohne Bestrahlung unter Einfluss von Chromat dargestellt. Nach einer Behandlungszeit
von 32 h ohne Bestrahlung wurden keine Foci in der Kontrolle detektiert. Mit 1 uM K;Cr,O7
konnten hingegen 35 Foci und mit 2,5 M 47 Foci nachgewiesen werden. Mit zusitzlicher Bestrah-
lung wurden in diesem Behandlungszeitraum in der Kontrolle 16 Foci detektiert, wihrend die
Chromat-Inkubationen eine dhnliche Anzahl an Foci aufwiesen wie ohne Bestrahlung festgestellt
wurde. Nach einer 72-stiindigen Behandlung konnten ebenfalls keine Foci in der Kontrolle ohne
Bestrahlung beobachtet werden. Die Behandlung mit 1 ©M zeigte im Durchschnitt etwa einen
Focus, wihrend 2,5 uM K, Cr,O7 2 Foci induzierten. Die zusitzliche Bestrahlung wies hierbei in
der Kontrolle 14 Foci auf, eine Behandlung von 1 ;1M zeigte 8 Foci, wihrend mit 2,5 4M K;Cr, 07
noch 6 Foci detektiert werden konnten. Die Kombinationsbehandlung von Chromat und Bestrah-
lung zeigte auch in diesem Versuchsaufbau keinen additiven Effekt, wobei moglicherweise der

Sattigungsbereich fiir die Detektionsmethode erreicht ist.
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Abbildung 5.28: Einfluss von Chromat auf die Anlagerung von Rad54 in HeLa S3-Zellen mit Hil-
fe der Immunfluoreszenz (IF)-Firbung. Die Zellen wurden fiir 24 h bzw. 64 h mit
Kaliumdichromat (K, CryO7) vorinkubiert (1 M und 2,5 pM), mit 1 Gy bestrahlt und
fiir 8 h nachinkubiert. Nicht bestrahlte Proben wurden fiir 32 h bzw. 72 h mit K,Cr,O7
inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestimmung
durchgefiihrten Versuchen £ Standardabweichung. Statistische Signifikanz gegeniiber
der jeweiligen Kontrolle nach ANOVA mit anschliefendem Dunnett T-, beziehungsweise
Dunnett T3-Test (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Die Ergebnisse implizieren eine Induktion von DNA-DSB nach einer 32-stiindigen Behandlung
mit Chromat und bestitigen somit vorangegangene Versuche sowie die Literatur (Wakeman et al.
2004, Ha et al. 2004, Xie et al. 2005, Reynolds et al. 2007, Xie et al. 2009). Zudem ist nach einer
subchronischen Exposition (72 h) eine Beeintrachtigung von Rad54 erkennbar, wobei dies durch
eine verminderte Foci-Anzahl ersichtlich ist. Der Einfluss von K, CryO7 auf das Protein Rad54

wurde nach unserem Wissensstand erstmalig in dieser Arbeit untersucht.

Die Ergebnisse von Rad51 widersprechen denen von Rad54. Rad51 zeigte nach einer 72-stiindigen
Inkubation eine hohe Anzahl an Foci und somit keine Inhibierung, wahrend bei Rad54 eine ver-
minderte Bindung beobachtet werden konnte. Aufgrund dessen konnte Chromat, wie bereits
beschrieben, einen Einfluss auf den Aufbau des Nukleoproteinfilaments von Rad51 zeigen und
somit die Bindung von Rad54 an den DNA-DSB erschweren. Dass kein vollstindiges Nukleopro-

teinfilament durch die Inkubation mit Zinkchromat-Partikeln aufgebaut werden kann, konnte
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Browning et al. (2016) bereits zeigen. Zudem wire, wie bereits bei BRCA1 beschrieben, durch
Chromat eine Hypermethylierung des Rad 54-Gens moglich, wobei die epigenetische Veridnderung
zu einer verminderten Expression des Rad54 Proteins fithren konnte. Ein verminderter Prote-
ingehalt wiirde somit zu einer geringeren Anzahl an Foci fithren. Die Hypermethylierung von
Reparaturgenen durch Chromat konnte bereits gezeigt werden (Takahashi et al. 2005, Hu et al. 2018).
Zudem wire eine direkte Beeintrachtigung von Rad54 moglich, da es an seinem C-terminalen
Ende eine Zink-bindende Struktur aufweist (zusammengefasst in Mazin et al. 2010). Chromat
konnte, wie bereits bei der IF von BRCA1 beschrieben, die Thiolgruppen in den Zink-bindenden
Motiven oxidieren und somit die Funktion dieser Proteine beeintrichtigen. Die beschriebenen
Interaktionen konnten bereits in unterschiedlichen Studien nachgewiesen werden (zusammen-
gefasst in Witkiewicz-Kucharczyk und Bal 2006, Levina et al. 2000, Krepkiy et al. 2001). Jedoch
ist hier ebenfalls zu bedenken, dass nach einer 32-stiindigen Inkubation mit Chromat Rad54 Foci
nachgewiesen werden konnten und somit eine direkte Beeintrachtigung der Zinkfinger-Struktur

unwahrscheinlich ist.

Zusammenfassend konnte durch die Inkubation mit Chromat eine Induktion von DNA-DSB nach
32 h und zusitzlich nach einer subchronischen (72 h) Exposition eine verminderte Anlagerung der
Proteine BRCA1 und Rad54 festgestellt werden. Dabei scheint durch epigenetische Verianderungen
die Expression dieser Proteine beeintrichtigt zu sein. Moglicherweise wird durch die Beeintrach-
tigung von BRCA1 das Protein Rad51 iiber BRCA2 an den DNA-DSB koordiniert, wobei das
Rad51-Filament vermutlich unvollstindig aufgebaut wird. Denkbar wire zusitzlich ein fehlender
Abbau von Rad51. Dies konnte auf die Beeintrichtigung von Rad54 zuriickgefiihrt werden, da
Rad54 fiir den Abbau zustiandig ist. Der Einfluss von Chromat auf die fehlende Ausbildung des
Nukleoproteinfilaments konnte bereits gezeigt werden (Browning et al. 2016). Zusitzlich wurde in
dieser Studie ein verminderter Rad51-Proteingehalt festgestellt und hieraus ein unvollstindiger
Aufbau des Nukleoproteinfilaments geschlossen. Dabei wird durch eine fehlerhafte Reparatur die
Instabilitdt von MS und somit die Mutationsrate erhoht, wodurch die Tumorentstehung begtinstigt
wird. Es ist bereits bekannt, dass Chromat MS-Instabilitdt durch eine Inhibierung der mismatch
repair hervorrufen kann (Hirose ef al. 2002, Takahashi et al. 2005). Um die vorangestellten Hypo-
thesen zu tiberpriifen, wurde im Anschluss an die IF der Proteingehalt von Rad51 und Rad54 der

Zellfraktionen unter Einfluss von Chromat untersucht.
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5.2.3 Einfluss von Chromat auf den Proteingehalt der Zellfraktionen in
HeLa S3-Zellen

Zur Uberpriifung des Proteingehaltes von HeLa S3-Zellen unter Einfluss von Chromat wurden diese
fiir 32 h bzw. 72 h mit K, CrO7 inkubiert, in Kern und Zytoplasma fraktioniert und anschliefend
mit Hilfe des Western Blots untersucht. Zu jeder Probe wurde eine Ladekontrolle mitgefithrt, um
eine gleichmifige Proteinauftragung zu tiberpriifen und die Gehalte auf diese zu normieren. Dabei
wurden die Proteine, welche zuvor in der IF betrachtet wurden, Rad51 sowie Rad54 analysiert.
Aufgrund des hohen Molekulargewichtes von BRCA1 (220 kDA) konnte dieses Protein nicht
mit Hilfe des Western Blots aufgetrennt werden. Als Ladekontrollen diente a-Tubulin fiir die
Zytoplasma- und H3 fiir die Zellkernfraktion. Der Proteingehalt der Zellfraktionen gibt dabei
Aufschluss tiber die Menge an Protein im Zytoplasma sowie im Zellkern. Es wurde untersucht, ob

vermehrt Rad51 sowie Rad54 im Zytoplasma bzw. Zellkern detektiert werden kann.
Rad51

Entstehen durch exo- bzw. endogene Prozesse DNA-DSB, werden Reparatur-spezifische Proteine
exprimiert, mobilisiert und in den Kern transportiert. Dort binden sie an den DNA-DSB und tragen
zu einer funktionierenden Reparatur bei. Rad51 wird dabei tiber die Mediatoren BRCA2 und
Rad51C in den Zellkern beférdert (Davies et al. 2001). Werden diese Schritte durch beispielsweise
Metalle beeinflusst, kann eine vollstindige Reparatur des DNA-DSB nicht garantiert werden.
Aufgrund dessen folgt die Betrachtung des Proteingehaltes von Rad51, welches an der Reparatur
von DNA-DSB durch die HR beteiligt ist, in den Zellfraktionen Zytoplasma und Zellkern. Kann

Rad51 nicht in den Kern gelangen, wird moglicherweise die Reparatur der HR gehemmt.

Abbildung 5.29 zeigt eine exemplarische Darstellung eines Imunnoblots von Rad51. Zu sehen ist die
Zytoplasmafraktion (links) und die Zellkernfraktion (rechts) nach Behandlung mit K,Cr;O7 nach
32 h sowie 72 h. Nach einer Inkubationszeit von 32 h wurde im Zytoplasma keine Veridnderung
beobachtet, wihrend im Zellkern eine leicht stirkere Bande von Rad51 bei 2,5 uM K, CryO7 im
Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden konnte. Nach einer 72-stiindigen Behandlung war
keine Veranderung der Banden im Zytoplasma ersichtlich, jedoch zeigte die Kernfraktion bei einer
Konzentration von 2,5 uM K, Cr;O7 ebenfalls eine leicht stirkere Proteinbande im Vergleich zur
Kontrolle. Jedoch ist zu bedenken, dass im Zellkern keine gleichmiflige Auftragung stattfand, dies
ist durch das Protein H3 ersichtlich. Im Gegensatz dazu ist eine gleichmiflige Auftragung der

Proteine im Zytoplasma, gezeigt durch a-Tubulin, erkennbar.
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Abbildung 5.29: Reprisentative Abbildung eines Immunoblots von Rad51. Dargestellt ist ein repri-
sentativer Immunoblot von Rad51, bei welchem HeLa S3-Zellen fiir 32 h bzw. 72 h mit
Kaliumdichromat (K, Cr,O7) (1 uM und 2,5 M) inkubiert, das Zytoplasma vom Zellkern
getrennt und anschliefend die Proteine aufgetrennt wurden. Als Ladekontrolle diente

In Abbildung 5.30 ist die semiquantitative Auswertung des Proteingehaltes von Rad51 im Zytoplas-
ma sowie Zellkern unter Einfluss von Chromat dargestellt, wobei die Proben auf die Ladekontrolle
normiert wurden. Der Western Blot zeigte nach einer Inkubationszeit von 32 h einen leichten
Anstieg des Rad51-Proteingehaltes im Zytoplasma. Dabei zeigte eine Konzentration von 2,5 uM
K,Cr,0O7 einen vernachlissigbaren Anstieg auf 130 % der Kontrolle, wihrend im Zellkern der
Rad51-Proteingehalt bei der selben Konzentration auf 200 % anstieg. Nach einer 72-stiindigen
Inkubationszeit stieg der Proteingehalt nach einer Behandlung mit 2,5 uM auf 115 % im Zytoplasma
und auf 140 % im Zellkern bezogen auf die Kontrolle. Aufgrund der hohen Standardabweichungen

und der ungleichmifigen Auftragung der Proteine des Zellkerns ist eine Aussage tiber den erhohten

Zytoplasma
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Rad51
(39 kDa)
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a-Tubulin im Zytoplasma und H3 im Zellkern.
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Proteingehalt im Zellkern erschwert und zeigt keine statistische Signifikanz.
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Abbildung 5.30: Einfluss von Chromat auf den Proteingehalt von Rad51 im Zytoplasma und Zell-
kern in HeLa S3-Zellen. Die Zellen wurden fiir 32 h bzw. 72 h mit Kaliumdichromat
(K2Cry07) (1 uM und 2,5 M) inkubiert und anschlieflend der Rad51-Proteingehalt
mittels Immunoblot im Zytoplasma und Zellkern bestimmt. Als Ladekontrolle diente
a-Tubulin im Zytoplasma und H3 im Zellkern. Dargestellt sind drei unabhingige, in
Einzelbestimmung durchgefiihrte Versuche + Standardabweichung.

Die Ergebnisse zeigten nach 32 h und 72 h einen leichten Anstieg des Rad51-Proteingehaltes im
Zellkern, wobei die hohen Standardabweichungen keine eindeutige Aussage tiber einen veridnderten
Proteingehalt zulassen. Widerspriichlich scheinen die Ergebnisse im Vergleich zur Literatur. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass nach einer subchronischen Exposition (72 h) der nukleare Import von
Rad51 gestort ist (Qin et al. 2014, Browning et al. 2016, Browning und Wise 2017). Qin et al. (2014)
stellten nach Inkubationen mit 0,3 yig/cm? an Zinkchromat-Partikeln fest, dass der Rad51-Gehalt
ab einer Behandlungszeit von 72 h um die Halfte bezogen auf die Kontrolle im Zellkern abnahm. Qin
und Kollegen postulieren demnach einen moglichen Einfluss von Chromat auf den Transport von
Rad51 in den Kern. Jedoch ist hierbei zu beachten, dass die CFA der Partikel auf 25 % der Kontrolle
in diesem Zeitraum bereits bei einer Konzentration von 0,2 yg/cm? abfiel. Weiter untersuchte die
Arbeitsgruppe von Qin et al. (2014) die Proteine BRCA2 und RAD51C mit Hilfe der IF, da, wie bereits
beschrieben, diese Proteine fiir den Transport in den Kern von Bedeutung sind (Davies et al. 2001,
Gildemeister et al. 2009, Jeyasekharan et al. 2013). Sie konnten feststellen, dass BRCA?2 eine erhthte

Anzahl an Foci nach akuter und subchronischer Exposition zeigte und somit eine Inhibierung dieses
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Proteins unwahrscheinlich scheint. Untersuchungen von Rad51C hingegen wiesen eine Inhibierung
der Foci Formation nach einer 72-stiindigen Inkubation mit Zinkchromat-Partikeln auf. Weiter
untersuchte dieselbe Arbeitsgruppe in einem weiteren Projekt den Proteingehalt von Rad51C im
gesamten Zellextrakt und konnte dabei keine Veranderungen feststellen. Sie postulierten keinen
Einfluss von Chromat auf den Proteingehalt der Zelle, jedoch auf das Protein Rad51C direkt und
somit eine Inhibierung der Reparatur mittels HR aufgrund fehlenden Kerntransports (Browning
et al. 2016). Browning und Wise (2017) untersuchten weiter die Beeintridchtigung von Rad51C mit
Hilfe des Western Blots. Sie konnten eine zytoplasmatische Akkumulation von Rad51C feststellen

und schlossen somit auf einen fehlenden Transport von Rad51 in den Zellkern.

Die Daten der vorliegenden Dissertation zeigten jedoch, dass der Proteingehalt von Rad51 im
Zellkern nach einer subchronischen Exposition von Chromat leicht ansteigt. Dieses Ergebnis
unterstiitzt ebenfalls die Ergebnisse der IF von Rad51, bei welcher nach 72 h Inkubationszeit
Foci nachgewiesen werden konnten. Der nukleare Transport von Rad51 ist vermutlich in der
vorliegenden Dissertation nicht gestort, jedoch kann iiber den Proteingehalt des gesamten Zel-
lextrakts keine Aussage getroften werden. Eine Beeintrichtigung des Filamentaufbaus scheint
unwahrscheinlich und Chromat zeigt im Gegenteil zu der vorliegenden Literatur keinen Einfluss
auf Rad51 direkt. Mogliche Unterschiede konnten durch die unterschiedlichen Zelllinien sowie
Chromat-Verbindungen hervorgerufen sein. In der Literatur wurden humane Lungenfibroblasten
und Zinkchromat-Partikel, welche im verwendeten Konzentrationsbereich zytotoxisch scheinen,
angewandt, wihrend in der vorliegenden Arbeit die unempfindlicheren HeLa S3-Zellen und die

l6sliche Substanz K, CryO7 verwendet wurden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit implizieren keine direkte Beeintrdchtigung von Rad51. Der leicht
steigende Proteingehalt von Rad51 im Zellkern deutet auf einen aktiven nukleare Transport und die
IF von Rad51 auf eine funktionierende Foci-Formation hin. Moglicherweise konnte jedoch der Ge-
samtproteingehalt von Rad51 beeintrichtigt sein. Zur Uberpriifung des Proteingehaltes von Rad54

wurde anschlieffend der Western Blot der Zellfraktionen von diesem Protein durchgefiihrt.
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Rad54

Ebenfalls wird Rad54 bei der Entstehung eines DNA-DSB mobilisiert und in den Zellkern transpor-
tiert (Essers et al. 2002). Abbildung 5.31 zeigt eine reprisentative Darstellung eines Immunoblots
von Rad54. Dabei ist links die zytoplasmatische Fraktion und rechts die Zellkernfraktion darge-
stellt. Unter Einfluss von Chromat konnte nach einer Inkubationszeit von 32 h im Zytoplasma
eine Abnahme der Intensitit der Bande bei 2,5 1M nachgewiesen werden, wihrend im Kern diese
Bande im Vergleich zur Kontrolle leicht zunahm. Nach einer 72-stiindigen Inkubationszeit wur-
de im Zytoplasma sowie im Zellkern keine Veridnderung der Bandenintensitit detektiert. Durch
die Normierung auf die Ladekontrolle in der semiquantitativen Auswertung konnen konkretere

Aussagen gemacht werden.

Zytoplasma Zellkern
Rad54 Rad54
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¢ [nM] 0125 0 1 25 ¢ [nM] 0125 0125
a-Tubulin ——— H3
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Abbildung 5.31: Reprisentative Abbildung eines Immunoblots von Rad54. Dargestellt ist ein repri-
sentativer Immunoblot von Rad54, bei welchem HeLa S3-Zellen fiir 32 h bzw. 72 h mit
Kaliumdichromat (K, Cr,O7) (1 uM und 2,5 M) inkubiert, das Zytoplasma vom Zellkern
getrennt und anschliefend die Proteine aufgetrennt wurden. Als Ladekontrolle diente
a-Tubulin im Zytoplasma und H3 im Zellkern.

Die semiquantitative Auswertung (Abbildung 5.32) des Immunoblots von Rad54 zeigte nach einer
Inkubationszeit von 32 h eine konzentrationsabhingige Abnahme des Proteingehaltes auf 60 %
bezogen auf die Kontrolle nach einer Behandlung mit 2,5 uM K;Cr,O7. Im selben Zeitraum
und mit gleicher Konzentration konnte ein leichter Anstieg am Rad54-Proteingehalt auf 150 %

im Zellkern beobachtet werden. Nach einer Inkubationszeit von 72 h war keine Verdnderung im
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Zytoplasma erkennbar, wihrend im Zellkern eine leichte Abnahme auf 75 % der Kontrolle nach einer
Inkubation mit 2,5 uM K, Cr,O7 ersichtlich wurde. Aufgrund der hohen Standardabweichungen
ist eine Aussage iiber die Verdnderung der Proteingehalte jedoch erschwert und zeigen keine

statistische Signifikanz gegeniiber der Kontrolle.
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Abbildung 5.32: Einfluss von Chromat auf den Proteingehalt von Rad54 im Zytoplasma und Zell-
kern in HeLa S3-Zellen. Die Zellen wurden fiir 32 h bzw. 72 h mit Kaliumdichromat
(K2Cry07) (1 uM und 2,5 uM) inkubiert und anschlieend der Rad54-Proteingehalt
mittels Immunoblot im Zytoplasma und Zellkern bestimmt. Als Ladekontrolle diente
a-Tubulin im Zytoplasma und H3 im Zellkern. Dargestellt sind drei unabhingige, in
Einzelbestimmung durchgefiihrte Versuche + Standardabweichung.

Der Western Blot von Rad54 wurde nach unserem Wissensstand in dieser Arbeit erstmalig unter-
sucht. Dabei konnte nach einer akuten Exposition (32 h) mit Chromat festgestellt werden, dass
Rad54 im Vergleich zur Kontrolle tendenziell verstirkt im Kern vorlag. Nach einer Inkubationszeit
von 72 h wurde eine minimale Abnahme des Proteingehaltes von Rad54 im Kern beobachtet.
Aufgrund der hohen Standardabweichung ist eine Aussage iiber den verdnderten Proteingehalt
jedoch erschwert.

Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass der Proteingehalt der Zellfraktionen von Rad54 aufgrund der
hohen Standardabweichungen nicht durch Chromat beeinflusst ist. Uber den Gesamtproteingehalt
von Rad54 kann jedoch kann keine Aussage gemacht werden. Die Ergebnisse der IF zeigen, dass

das Protein Rad54 nach einer subchronischen Inkubation mit Chromat beeintrachtigt scheint,
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wobei eine fehlende Anlagerung moglicherweise auf einen verminderten Gesamtproteingehalt von
Rad54 zuriickgefiihrt werden kann. Um dies genauer zu untersuchen, miissten weitere Versuche
zum Proteingehalt des gesamten Zellextraktes mit Hilfe des Western Blots durchgefiihrt werden.
Zudem konnte eine Bisulfit-Sequenzierung Aufschluss tiber die Methylierung der DNA und damit
verbundenen epigenetische Veranderungen geben. Bei der Bisulfit-Sequenzierung wird nicht me-
thyliertes Cytosin zu Uracil umgesetzt, wihrend methylierstes Cytosin keine Reaktion mit Bisulfit

eingehen kann.

Zusammenfassend konnte im Reporter-Assay gezeigt werden, dass die HR durch Chromat beein-
trachtigt scheint. Aufgrund dessen wurden mit Hilfe der [F Markerproteine des Reparaturweges
betrachtet und die Proteine BRCA1 und Rad54 als potentielle targets von Chromat identifiziert.
Diese Beeintrichtigungen lassen sich moglicherweise auf epigenetische Veranderungen, ausgelost
durch Chromat, zuriickfithren. Dies wiederum konnte zu einer beeintrachtigten Genexpression
fihren, wodurch eine Beeintrachtigung der Transkription sowie Translation und somit der Pro-
teinbiosynthese nicht ausgeschlossen werden kann. Eine direkte Aussage iiber den Einfluss auf
Rad51 kann nicht getroffen werden. Das Fehlen von wichtigen Reparaturproteinen kann dabei
zu einer verstirkten Akkumulation von DNA-Schiden und Mutationen fithren, wobei das Risiko
einer Tumorentstehung erhoht ist.

Zusitzlich zeigte der Reporter-Assay einen moglichen Shift zum fehlerbehafteten MME] unter
Einfluss von Chromat. In der Literatur konnte bereits gezeigt werden, dass eine verstirkte Re-
paratur des MME] meist auf eine erhohte Expression der Polymerase # zuriickgefiihrt werden
kann (Ceccaldi et al. 2015, Ahrabi et al. 2016), weshalb anschlieffend die Transkriptmenge des Gens

POLQ, das fiir diese Polymerase codiert, untersucht wurde.

5.2.4 Einfluss von Chromat auf die Genexpression der POLQ

Das Gen POLQ codiert fiir die Polymerase , welche eine wichtige Funktion im MME] einnimmt.
Sie ist fiir die Verkniipfung der DNA-Enden tiber Mikrohomologien zustindig. Diese Homologien
umfassen mindestens 2 bis 5 Basenpaare, wodurch eine Deletion von mehreren Nukleotiden
verursacht wird (zusammengefasst in Wood und Doublie 2016).

Wie bereits erwihnt, deutet eine verstiarkte Reparatur mittels MME] auf eine erhohte Expression
der Polymerase 6 hin (Ceccaldi et al. 2015, Ahrabi et al. 2016). Aufgrund dieser Erkenntnisse und der
Ergebnisse des Reporter-Assays, durch welchen eine bevorzugte Reparatur des MME] festgestellt
werden konnte, wurde die Expression der Polymerase ¢/ nach Chromat-Behandlung auf Gen-Ebene

untersucht.
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5 Ergebnisse und Diskussion

In Abbildung 5.33 ist der Einfluss von Chromat auf den mRINA-Gehalt der POLQ dargestellt. Es
konnte eine leichte Erhohung um das 1,2-fache mit 2,5 uM K;Cr,O7 nach akuter und subchroni-
scher Exposition gezeigt werden. Dabei ist durch die hohe Standardabweichung diese Tendenz

jedoch vernachlissigbar.

2,5 4
L3 201
28
2 g 0 uM
B 15 "
0.9
1 e
=
° 2 1,04
‘5 0
< H25uM
3 R
Y o
2 0,5 4
0,0 T )
32h 72 h
Zeit [h]

Abbildung 5.33: Einfluss von Chromat auf die relative Expression von POLQ. Hel.a S3-Zellen wur-
den fiir 32 h bzw. 72 h mit Kaliumdichromat (K;Cr,O7) (1 M und 2,5 uM) inkubiert und
anschlieffend mittels konventioneller qPCR die Expression der POLQ untersucht. Darge-
stellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Einzelbestimmung durchgefithrten
Versuchen & Standardabweichung.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Chromat keinen Einfluss auf die Transkriptmenge der POLQ
zeigt und somit die Polymerase auf Genexpressions-Ebene nicht beeintrichtigt scheint. Bisher sind
keine Daten zum Einfluss von Chromat auf den mRNA-Gehalt der POLQ in der Literatur bekannt.
Aufgrund der Ergebnisse des Reporter-Assays, welcher eine verminderte HR-Aktivitit sowie eine
verstiarkte Reparatur durch das MME] zeigte, wurde eine erhohte Expression der POLQ vermutet.
In der Literatur konnte bereits eine inverse Korrelation zwischen der Reparatur mit Hilfe der HR
sowie der Polymerase 6-Aktivitit festgestellt werden. Dabei fiihrte ein Fehlen der Polymerase 6 zu
einer Erhohung der HR-Aktivitit. Dies konnte durch die Auswertung von Rad51 Foci beobachtet
werden (Ceccaldi et al. 2015). Auferdem stellten Ceccaldi und Kollegen fest, dass die Polymerase
mit Rad51 interagiert und somit die HR regulieren kann. Dabei bindet, bei einer erh6hten Expres-

sion, die Polymerase an Rad51 und blockiert den weiteren Verlauf der HR. Diese Erkenntnisse
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5.2 Chromat

konnten mit Hilfe des EMSA, welcher als Nachweis von DNA-bindenden Proteinen eingesetzt
wird, festgestellt werden. Zusitzlich untersuchten Ceccaldi und Kollegen die Transkriptmengen
der Gene, welche fiir die Proteine Rad51, BRCA1 und der Polymerase 6 codieren. Sie konnten eine
gegenseitige Beeinflussung der Expression dieser Gene beobachten. Dabei wurde beispielsweise in
BRCA1-defizienten Zellen eine erhohte Expression der POLQ gezeigt (Ceccaldi et al. 2015).

In einer anderen Studie konnte ebenfalls eine verminderte HR-Aktivitdt und ein dadurch verstark-
tes Ablaufen des MME] beobachtet werden (Ahrabi et al. 2016). Ahrabi und Kollegen verwendeten
dabei den auch in dieser Arbeit angewandten Reporter-Assay. Sie konnten durch Ausschalten
von BRCA1 eine verminderte Reparatur durch die HR sowie eine verstarkte Aktivitit des MME]
feststellen. Sie zeigten zusitzlich, dass ein Ausschalten der Polymerase § zu einer Inhibierung des
MME] fiihrt. Aufgrund dessen postulieren sie einen Zusammenhang zwischen der Inhibierung der
HR und einer vermehrt auftretenden Polymerase 6 (Ahrabi et al. 2016).

Die Erkenntnisse aus der Literatur deuten somit auf eine verstirkte Expression der POLQ durch
eine Inhibierung der mit der HR assoziierten Gene BRCAI sowie Rad51 hin. Die Daten der vorlie-
genden Dissertation hingegen zeigten keine Beeintrachtigung der Transkriptmenge von POLQ,
wobei eine Untersuchung der Expression von BRCAI und Rad51 auf Gen-Ebene in dieser wissen-
schaftlichen Arbeit nicht stattfand. Aus diesem Grund kann keine Aussage iiber die Verdnderung
des mRINA-Gehaltes der genannten Gene getroften werden. Vermutlich konnte eine hohere Kon-
zentration von 5 M Chromat, wie sie im Reporter-Assay angewandt wurde, zu einer Erh6hung
der Transkriptmenge fithren. Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf eine Tendenz zur verstark-
ten Expression der POLQ hin. In der empfindlicheren Methode der IF konnte bereits ab einer
Konzentration von 1 uM K;Cr;O7 eine Inhibierung von BRCA1 festgestellt werden. Fiir die Un-
tersuchungen der Genexpression sollten weitere Konzentrationen getestet werden. Zudem wire
eine Stabilisation der Polymerase auf Protein-Ebene moglich, welche durch die Beeintrachtigung
der HR mobilisiert wird und anschlieflend das MME] bevorzugt durchfiihrt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten auf eine Inhibierung der HR und einem bevorzugt
ablaufenden MME] durch eine Inkubation mit K;Cr;O7 hin. Dabei sind die Proteine BRCA1
und Rad54 beeintrichtigt, wobei eine Untersuchung auf Genexpressions-Ebene nicht stattfand.
Diese Daten implizieren eine mogliche Beeintrichtigung der Polymerase # durch Chromat auf
Protein-Ebene. Zur Uberpriifung dieser Hypothesen sind weitere Untersuchungen notwendig.
Dabei konnte der Western Blot sowie der EMSA Aufschluss iiber mogliche Interaktionen der

Polymerase geben.
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6 Zusammenfassende Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschiftigte sich mit dem Einfluss von Mangan und Chromat auf die Repa-
ratur von strahleninduzierten sowie durch ein Restriktionsenzym spezifisch gesetzten DNA-DSB.
Dabei wurde die mogliche Induktion von DNA-DSB sowie deren Reparatur mit Hilfe der PFGE,
die vier Wege HR, SSA, NHE] sowie MME] mittels Reporter-Assay und die beteiligten Proteine
BRCAI, Rad51 und Rad54 der HR mit Fluoreszenz-markierten Antikorpern betrachtet. Zudem

wurden weitere Endpunkte zellulirer Mechanismen untersucht.

Beginnend mit Mangan wurde zunichst die zytotoxische Wirkung auf Hela S3-Zellen nachge-
wiesen. Es wurden Konzentrationen von 50 1M bis 1000 M getestet, wobei eine dosisabhidngige
Abnahme der Zellzahl sowie der CFA ab 500 M MnCl, gezeigt werden konnte. Hierbei fiel die
Zellzahl auf etwa 80 9% und die CFA auf circa 70 % der Kontrolle. Eine zusitzliche Bestrahlung
mit 1 Gy zeigte keine additive Auswirkung auf die Zellzahl, jedoch sank die Anzahl der Kolonien
auf 35 % der nicht bestrahlten Kontrolle bei einer Konzentration von 500 uM. Zudem wurde
die metabolische Aktivitit mit Hilfe des ATP-Assays gemessen, wobei eine zytotoxische Wirkung
durch eine Abnahme auf etwa 60 % erst bei einer Konzentration von 1000 M beobachtet wurde.
Die dosisabhidngige zytotoxische Wirkung von MnCl; in HeLa-Zellen konnte in der Literatur be-
reits gezeigt werden (Bornhorst et al. 2010, 2012). Dabei wurden mehrere Mechanismen postuliert,
welche vor allem auf die Induktion von ROS und damit einhergehende Signalwege zuriickgefiihrt
werden konnen. Da Mangan in den Mitochondrien von Zellen bevorzugt akkumuliert (Gavin et al.
1990, Morello et al. 2008), kann es mit den Komplexen der Atmungskette interagieren. Dabei wird
vermutet, dass Mangan vor allem in den Mitochondrien anzutreffen ist, da die SOD auf Mangan als
Cofaktor angewiesen ist. Mangan ist in der Lage, Eisen aus Eisen-Schwefel-Proteinen, welche in der
Atmungskette zu finden sind, zu verdriangen und deren Funktion zu inhibieren. Die freigesetzten
Eisenionen konnen verstiarkt Fenton-Reaktionen auslosen und dadurch ROS generieren. Ebenfalls
wird der Elektronentransport der Atmungskette gestort, wobei zusitzlich ROS induziert werden.
Die bei diesen Vorgiangen entstandenen ROS sind in der Lage, Proteine, Lipide und die DNA zu
schidigen. Zudem setzt Mangan durch die Erh6hung der mitochondrialen Membranpermeabilitit
antioxidative Systeme aufler Kraft und beeintrichtigt somit zusitzlich Schutzmechanismen gegen
ROS (zusammengefasst in Liu ef al. 2013, Zhang et al. 2004). Der verminderte ATP-Gehalt kann
ebenfalls tiber die Hemmung der Atmungskette und der damit einhergehenden Inhibierung der

ATP-Synthese erklirt werden (zusammengefasst in Li und Yang 2018).
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6 Zusammenfassende Diskussion

Um die zytotoxischen Effekte auf die zelluldren Gehalte von Mangan zuriickfithren zu kdnnen,
wurde anschliefend der Mangangehalt der Zelle mit Hilfe von Aufnahmestudien in HeLa S3-Zellen
untersucht. Hierfiir wurde mittels GF-AAS eine dosis- und zeitabhingige Aufnahme von Mangan
untersucht und dabei eine Akkumulation ab einer Konzentration von 250 uM festgestellt. Der
Mangangehalt scheint bis zu einer Konzentration von 100 ;1M reguliert zu sein. Aufgrund wichtiger
Funktionen wie beispielsweise als Cofaktor einiger Enzyme (SOD, Arginase etc.), dient Mangan als
essentielles Spurenelement und unterliegt einer strengen homdostatischen Regulation. Dabei findet
der Influx von Mangan iiber Transporter statt, welche ebenfalls von Eisen genutzt werden. Die Affi-
nitdt von Mangan gegeniiber diesen Transportern scheint jedoch erh6ht, wodurch mehr Mangan in
die Zelle gelangt (Garrick et al. 2006). Bei einem Uberschuss an Mangan liegt moglicherweise eine
Dysregulation der Homdoostase vor, wobei dies auf die konkurrierende Nutzung der Transportpro-
zesse mit Eisen zuriickgefiihrt werden konnte (zusammengefasst in Chen et al. 2018 und Fitsanakis
et al. 2010). Es konnte bereits gezeigt werden, dass Mangan in den Eisenhaushalt eingreift und zu
einer erhohten Induktion von Eisen-Transportproteinen auf Genexpressions-Ebene fiihrt. Diese
verstirkte Induktion konnte zu einer vermehrten Aufnahme von Mangan fiithren (Zheng und Zhao
2001, Garrick et al. 2006).

Nach der Festlegung eines geeigneten Konzentrationsbereiches sowie der Uberpriifung der Akku-
mulation in HeLa S3-Zellen wurde mit Hilfe der PFGE der Einfluss von Mangan auf die Reparatur
von DNA-DSB untersucht. Dabei stellt die PFGE einen direkten Nachweis von DNA-DSB dar und
gibt Aufschluss iiber die Induktion und Reparatur. Eine Unterscheidung der einzelnen Reparatur-
mechanismen ist mit dieser Methode jedoch nicht moglich (zusammengefasst in Herschleb et al.
2007).

Die Ergebnisse der PFGE implizieren eine Induktion von DNA-DSB durch Mangan bei einer Kon-
zentration von 500 ;M. In der Literatur konnten diese Ergebnisse bereits gezeigt werden, wobei
diese Studien meist mit dem Comet Assay durchgefiihrt wurden, welcher unter alkalischen Bedin-
gungen eine Differenzierung zwischen DNA-Einzelstrangbriichen und DNA-DSB nicht erméglicht.
Moglicherweise induziert Mangan iiber die Generierung von ROS und der damit verbundenen
DNA-schidigenden Wirkung DNA-DSB (Jiao et al. 2008, Lima et al. 2008). Zudem deuten die
Ergebnisse moglicherweise auf eine Inhibierung der Reparatur von DNA-DSB hin, wobei keine
Literatur hierzu bekannt ist. Zur weiteren und genaueren Untersuchung sowie Unterscheidung

der Reparaturwege wurde anschlieflend der Reporter-Assay durchgefiihrt.

Mit Hilfe des Reporter-Assays konnen die Reparaturwege HR, SSA, NHE] und MME] selektiv

eingeleitet werden, wobei aktives GFP bei einer funktionsfihigen Reparatur am FACS gemessen
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werden kann. Unter Einfluss von Mangan konnte keine Inhibierung der Reparaturwege NHE]
und MME] im untersuchten Konzentrationsbereich festgestellt werden, wihrend die HR schon
bei geringen Konzentrationen von 100 M Mangan inhibiert wurde. Das SSA zeigte ebenfalls
eine Beeintrichtigung nach einer Inkubation mit 250 ;M. Eine Hemmung der HR sowie des SSA
konnte erstmalig in dieser Arbeit gezeigt werden.

In der Literatur wurde die Beeintrachtigung der Reparatur von DNA-DSB mittels Reporter-Assay
lediglich mit anderen Metallverbindungen, nicht jedoch mit Mangan untersucht. Dabei wurde durch
die meisten Metallverbindungen insbesondere der Reparaturweg der HR gehemmt (Browning et al.
2016, Morales et al. 2016). Aufgrund dessen wurden im Anschluss die Proteine Rad51 sowie Rad54

betrachtet, welche in der HR wichtige Funktionen einnehmen.

Das Protein Rad51 stellt ein Markerprotein der HR dar, welches zum Aufbau des Nukleoproteinfila-
mentes und der Stabilisierung am DNA-Einzelstrang zustindig ist. Aufgrund dieser Funktionen in
der HR dient es als spezifischer Nachweis dieses Reparaturweges (Sak et al. 2005, zusammengefasst
in Heyer et al. 2010).

Die IF von Rad51 zeigte eine Induktion von DNA-DSB durch Mangan, wodurch die Ergebnisse
der PFGE bestitigt werden konnen. Die sensitivere Methode der IF zeigte zudem, dass bereits ab
100 uM MnCl, DNA-DSB auftraten, wihrend bei der PFGE erst ab 500 M DNA-DSB erkennbar
waren. Eine direkte Beeintrachtigung des Proteins konnte nicht eindeutig beobachtet werden.

In der Literatur sind bisher keine Daten zu Rad51 unter Einfluss von Mangan bekannt. Jedoch
konnten in unserer Arbeitsgruppe bereits Effekte auf Rad51 mit anderen Metallverbindungen
gezeigt werden. Dabei wurden Beeintrachtigungen in der Anlagerung sowie der Dissoziation und
des Gehaltes des Proteins festgestellt (Niemand 2018, Koch et al. 2017, Ott 2019). Moglicherweise
ist ein Protein, welches auf Rad51 in der Reparatur folgt, durch Mangan beeinflusst. Aufgrund
dessen wurde anschlieBend Rad54 mit Hilfe der IF nachgewiesen. Rad54 ist ebenso wie Rad51
ausschlieflich an der HR beteiligt, weshalb es sich ebenfalls als Markerprotein eignet. Es bindet
an das Protein Rad51, sucht die homologe Sequenz im Schwesterchromatid und dringt in dieses
ein (zusammengefasst in Mazin et al. 2010).

Die IF von Rad54 unter Einfluss von Mangan zeigte, analog zu der IF von Rad51 eine Induktion
von DNA-DSB durch Mangan selbst. Dabei ist ebenfalls nicht eindeutig, ob eine Inhibierung des
Proteins vorlag.

Moglicherweise ist ein Protein, welches in der Reparatur auf Rad54 folgt, durch Mangan beein-
trachtigt. Hierbei stellen DNA-Polymerasen potentielle Angriffspunkte fiir Mangan dar. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass Mangan mit den aktiven Zentren der Polymerase wechselwirken kann,
wodurch die Funktion der DNA-Verkniipfung beeintrichtigt wird (Sirover und Loeb 1976, Seal
et al. 1979, Beckman et al. 1985, Bock et al. 1999, Lakhin et al. 2013, 2014).
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6 Zusammenfassende Diskussion

Da mittels IF keine eindeutigen Aussagen iiber die DNA-Reparatur unter Einfluss von Mangan
gezogen werden konnten, wurde auf Ebene der Genexpression die DNA-Schadensantwort be-
trachtet. Mit Hilfe der HT RT-qPCR konnten 95 Gene in 96 Proben gleichzeitig unter Einfluss von
Mangan analysiert werden. Dabei wurden insgesamt 20 Gene, aus den verschiedenen Gencluster
der DNA-Schadensantwort, der Metallhomoostase, der oxidativen Stressantwort und unterschied-
liche Transkriptionsfaktoren sowie der Zellzyklusregulation und der Apoptose, durch Mangan
induziert bzw. reprimiert.

Die Expression der Gene DDIT3 und GADD45A, welche in Folge einer DNA-Schidigung indu-
ziert werden (Fornace et al. 1989, zusammengefasst in Zhan 2005), wurden durch Mangan um
das etwa 5-fache erhoht. Diese Ergebnisse deuten auf eine DNA-Schiadigung durch Mangan hin
und unterstiitzen somit die Ergebnisse der PFGE sowie der IF, bei welchen eine Induktion von
DNA-DSB durch Mangan festgestellt werden konnte. Eine Beeintrachtigung weiterer Gene der
DNA-Schadensantwort fand durch Mangan alleine jedoch nicht statt, mdglicherweise kdnnte eine
hohere Bestrahlung eine DNA-Schadensantwort auslosen und somit den Einfluss von Mangan
zeigen.

Weiterhin konnte eine verstirkte Expression des Gens FTH 1, welches mit der Metallhomgostase
assoziiert wird, beobachtet werden. Hierbei wurde FTH 1 um das bis zu 3-fache erhoht. Dabei
codiert dieses Gen fiir eine Untereinheit des Eisenspeicherproteins Ferritin (Lee et al. 2009). Diese
Beobachtungen stiitzen die Hypothese, dass Mangan in den Eisenhaushalt eingreifen kann. Durch
die mogliche Interaktion von Mangan mit Eisen-Schwefel-Proteinen kénnte ein Uberschuss an Ei-
sen in der Zelle erzeugt und somit eine Induktion des Ferritins verstarkt werden. Zudem scheint ein
erhohter Eisengehalt in der Zelle bevorzugt die Fenton-Reaktion auszulosen und hierdurch ROS zu
generieren. Aufgrund dessen wurden Gene betrachtet, welche mit der oxidativen Stressantwort der
Zelle in Verbindung gebracht werden. Hierbei konnte eine verstirkte Induktion von Genen, welche
fiir Schutzmechanismen (GCLC, SOD2, TXNRD 1) codieren, gezeigt werden. Zusitzlich wurde
festgestellt, dass Gene, welche als oxidativer Stressmarker (HMOX1) und fiir inflammatorische
Prozesse (IL8) codieren, ebenfalls verstirkt exprimiert wurden. Die Ergebnisse bestitigen die Daten
der Literatur und zeigen eine verstiarkte Induktion von ROS durch eine Behandlung mit Man-
gan (Zhang et al. 2004, Sengupta et al. 2007, Park und Park 2010, Bornhorst et al. 2013, Mokgobu
et al. 2015). Diese Erkenntnisse unterstiitzen die moglichen Mechanismen der Mangan-Toxizitit,
welche auf der Induktion von ROS beruhen.

Zudem wurden Gene, welche mit der Zellzyklusregulation assoziiert werden, betrachtet. Es konnte
eine verstirkte Induktion der Gene CDKN 1A, CDKN2B sowie PLK 3 festgestellt werden. Dabei
deuten die Gene CDKN IA, CDKN2B auf einen Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus’ hin, wihrend

PLK3 auf das Auslosen eines G2-Phasen-Arrestes hinweisen konnte. Diese Ergebnisse wurden
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auf zelluldrer Ebene mit Hilfe der Zellzyklusverteilung am FACS iiberpriift. Dabei konnte keine
Verinderung der Zellzyklusphasenverteilung festgestellt werden. Mangan scheint bis zu einer
Konzentration von 500 M keinen Zellzyklusphasen-Arrest auszulosen. In der Literatur wird die
Zellzyklusphasenverteilung unter Einfluss von Mangan kontrovers diskutiert. Dabei konnten einige
Studien das Auslosen eines G1-Phasen-Arrestes nachweisen (Zhao et al. 2008, Deng et al. 2011,
Hernroth et al. 2018), wihrend in einer anderen Forschungsgruppe ein G2-Phasen-Arrest durch die
Inkubation mit Mangan beobachtet werden konnte (Yu et al. 2015). Aufgrund der unterschiedlichen
Ergebnisse der Literatur sowie der vorliegenden Daten dieser Arbeit kann keine eindeutige Aussage
iber einen moglichen Zellzyklusphasen-Arrest getroffen werden.

Zur Untersuchung der Viabilitit von HeLa S3-Zellen unter Einfluss von Mangan wurden ab-
schlieffend Apoptose-assoziierte Gene sowie Zelltodmechanismen mit Hilfe des FACS untersucht.
Die Gene BBC3, BCL2L 1, PMAIP1 sowie TNFRSF10B codieren fiir Proteine, welche mit dem
programmierten Zelltod in Verbindung gebracht werden. In dieser Arbeit konnte eine verstiarkte
Induktion um das bis zu 5-fache der vier genannten Gene festgestellt werden. Diese Ergebnisse
implizieren eine Induktion der Apoptose durch Mangan. Dabei zeigten vor allem Gene, welche fiir
den intrinsischen Caspaseweg codieren, eine erhohte Expression. Jedoch wurde auch TNFRSF10B
verstirkt exprimiert, wobei dieses Gen fiir den extrinsischen Caspaseweg codiert. Vermutlich wird
die Apoptose tiber den intrinsischen Weg ausgeldst, moglich wire jedoch auch das Einleiten der
Apoptose tiber den extrinsischen Weg. Die Erkenntnisse der Genexpression wurden anschliefend
mittels FACS auf zelluldrer Ebene iiberpriift. Dabei konnte jedoch keine Induktion der Apoptose
oder Nekrose festgestellt werden, wohingegen in der Literatur die Induktion der Apoptose bereits
gezeigt werden konnte. Hierbei wurden jedoch deutlich hohere (1 mM und 2 mM) als die in dieser
Arbeit verwendeten Konzentrationen (500 M) von Mangan eingesetzt (Oubrahim et al. 2001,
Deng et al. 2011, Hernroth et al. 2018, Yoon et al. 2011). Aufgrund der Erkenntnisse der Litera-
tur sowie der Daten der vorliegenden Arbeit scheint Mangan erst in hohen Konzentrationen die
Apoptose einzuleiten, wihrend Konzentrationen bis 500 M MnCl, Apoptose-assoziierte Gene
induzieren, jedoch die Viabilitit der Zellen nicht beeinflussen. Um eindeutigere Aussagen iiber
die Zellzyklusphasenverteilung sowie die Zelltodmechanismen treffen zu konnen, miissen weitere

Untersuchungen mit zusitzlichen Konzentrationen sowie Zeitpunkten vorgenommen werden.

Zusammenfassend konnte in dieser Dissertation eine Induktion von DNA-DSB durch eine Behand-
lung mit Mangan festgestellt werden. Diese konnen moglicherweise iiber die Generierung von ROS
durch Mangan und den damit verbundenen Reaktionen der Zelle entstehen. Zudem scheint eine
Inhibierung der DNA-DSB-Reparatur iiber die fehlerfreie HR vorzuliegen. Die genauen Mecha-

nismen der Beeintrachtigung konnten jedoch nicht eindeutig geklart werden. Scheinbar sind die
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6 Zusammenfassende Diskussion

Proteine Rad51 und Rad54 nicht durch Mangan beeinflusst. Denkbar wire eine Beeintrichtigung

der in der Reparatur folgenden DNA-Polymerase, wodurch eine Reparatur von DNA-DSB iiber

die HR moglicherweise fehlerbehaftet verlaufen wiirde. Kénnen DNA-DSB nicht repariert werden,

besteht die Gefahr von Chromosomenaberrationen, wobei die Zelle die Apoptose einleiten kann.

Eine fehlerbehaftete Reparatur wiirde dabei zu einer Akkumulation von Mutationen fithren, welche

moglicherweise zu einem negativen Einfluss auf die genomischen Stabilitit beitragen, wobei dies

jedoch tiber weitere Untersuchungen abgeklirt werden sollte. Abbildung 6.1 zeigt abschlieffend die

durch Mangan beeintrichtigten zelluliren Mechanismen.
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Abbildung 6.1: Postulierter Wirkmechanismus von Mangan auf zellulirer Ebene. Dargestellt sind
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die Aufnahme sowie weitere zelluldre Reaktionen, welche durch Mangan ausgelost wer-
den konnen. Dabei wird zweiwertiges Mangan in die Zelle aufgenommen und bevorzugt
in den Mitochondrien akkumuliert. Dort ist das Metall in der Lage, die Atmungskette
zu beeintrichtigen und hierdurch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) zu generieren. Die
Induktion von oxidativem Stress wird ebenfalls durch die erhohte Expression des oxi-
dativen Stressmarkers HMOX1 sowie des Entziindungsfaktors IL8 gezeigt. Zudem setzt
Mangan antioxidative Schutzsysteme aufler Kraft, welches zu einem defekten Mitochon-
drium fiihrt. Die verstirkte Induktion von ROS durch Mangan kann die DNA schidigen
und zu DNA-Doppelstrangbriichen (DNA-DSB) fithren. Diese wiederum kénnen iiber die
homologe Rekombination (HR), das Single Strand Annealing (SSA), das nicht-homologe
Endjoining (NHE]) sowie das micro-mediated Endjoining (MME]) repariert werden. Dabei
scheint die fehlerfreie HR durch bereits niedrigere Konzentrationen und das fehlerbehaftete
SSA durch hohere Konzentrationen an Mangan beeintrichtigt. Moglicherweise konnte dies
zu einer Beeintrachtigung der genomischen Stabilitit fithren.



Im zweiten Teil dieser Dissertation wurde der Einfluss von Chromat auf die Reparatur von
DNA-DSB untersucht. Zunichst wurde ein geeigneter Konzentrationsbereich durch die Bestim-
mung der Zytotoxizitdt in HeLa S3-Zellen festgelegt. Betrachtete Endpunkte waren die Zellzahl,
die CFA und der ATP-Gehalt. Beginnend mit der Zellzahl konnte eine dosisabhdngige Abnahme
der Anzahl an Zellen beobachtet werden, wobei die hochste getestete Konzentration von 5 uM
nach einer 72-stiindigen Inkubation auf 35 % der Kontrolle abfiel. Dabei zeigte eine Konzentration
von 2,5 uM K> CrO7 noch 80 % der Kontrolle nach einer Inkubationszeit von 32 h sowie 72 h. In
der CFA waren in diesem Konzentrationsbereich noch 75 % der Kontrolle ersichtlich, wihrend mit
5 uM K, Cr,0O7 ein stark zytotoxischer Effekt auf 15 % (32 h) und 30 % (72 h) analysiert wurde.
Der ATP-Gehalt stieg auf 145 % der Kontrolle nach einer Inkubation mit 2,5 4M Chromat an
und sank anschlieffend bei der hochsten getesteten Konzentration auf 120 %. Aufgrund der hohen
Standardabweichungen im ATP-Assay ist eine Aussage tiber die erhohte metabolische Aktivitdt der
Zellen jedoch erschwert.

In der Literatur sind bereits Daten zur Zytotoxizitdt von Chromat bekannt, wobei ebenfalls eine do-
sisabhingige Abnahme der Zellzahl und der CFA beobachtet wurde (Xie et al. 2015, Wise et al. 2002,
Debetto et al. 1982, Patlolla et al. 2009). Die gesteigerte Chromat-Toxizitdt wird auf die Reduktion
von Chrom(VI) zu dessen Intermediaten (Chrom(V), Chrom(IV), Chrom(IlI)) zuriickgefiihrt. Dabei
weist vor allem Chrom(III) eine hohe Affinitit gegeniiber der DNA auf und bildet Addukte. Dabei
zeigen insbesondere terndre Chrom-DNA-Addukte mit Ascorbat ein hohes mutagenes Potential.
Zusitzlich werden bei der Reduktion von Chrom(VI) ROS generiert, welche Proteine, Lipide und
die DNA schidigen konnen (zusammengefasst in O'Brien et al. 2003).

Nach der Bestimmung eines geeigneten Konzentrationsbereiches wurde anschliefend der Re-
porter-Assay unter Einfluss von Chromat durchgefiihrt. Dabei wurde keine Verdnderung der
Reparaturwege des NHE] sowie des SSA beobachtet, wiahrend eine Abnahme des GFP-Signals
in der Zelllinie, welche die HR widerspiegelt, gezeigt werden konnte. Im Gegensatz dazu zeigte
das MME] eine verstirkte Reparatur nach einer Inkubation mit K;Cr;O7. Diese Ergebnisse im-
plizieren eine Inhibierung der nahezu fehlerfreien HR und einen damit verbundenen Shift zum
fehlerbehafteten MME].

In der Literatur konnte eine Beeintrachtigung der HR durch Chromat bereits festgestellt werden,
das bevorzugt ablaufende MME] konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden. Die Inhibierung
der HR konnte in der Literatur auf die Beeintridchtigung der an der Reparatur beteiligten Proteine
zuriickgefiihrt werden, wobei ein negativer Einfluss auf Rad51 festgestellt werden konnte (Brow-
ning et al. 2016). Der Shift zum MME] konnte moglicherweise auf eine verstirkte Induktion der

Polymerase 6 zuriickgefiihrt werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Beeintrichti-
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6 Zusammenfassende Diskussion

gung HR-relevanter Proteine eine verstirkte Induktion der Polymerase, welche fiir das MME]
verantwortlich scheint, hervorruft (Ahrabi et al. 2016, Ceccaldi et al. 2015). Aufgrund dieser Hypo-
thesen wurden im weiteren Verlauf der Arbeit zunichst die Proteine der HR und anschlieffend die

Genexpression der POLQ, welche fiir die Polymerase § codiert, untersucht.

Mit Hilfe der IF wurden die Proteine BRCA1, Rad51 und Rad54 betrachtet. BRCA1 koordiniert
dabei im Komplex mit BRCA2 das Protein Rad51 an den DNA-DSB, Rad51 bildet ein Nukleo-
proteinfilament aus und stabilisiert den Einzelstrang, wihrend Rad54 fiir das Eindringen in das
Schwesterchromatid und den Abbau von Rad51 zustindig ist (zusammengefasst in Prakash et al.
2015 und Mazin et al. 2010 sowie Heyer et al. 2010, Jensen et al. 2010). Es konnte festgestellt werden,
dass Chromat bereits nach akuter Exposition (32 h) DNA-DSB induzierte und BRCA1 sowie Rad54
nach subchronischer Exposition (72 h) eine verminderte Anlagerung an den DNA-DSB zeigten.
Das Protein Rad51 hingegen wurde sowohl nach akuter als auch subchronischer Exposition an
den DNA-DSB rekrutiert.

Eine Induktion von DNA-DSB konnte bereits in verschiedenen Studien gezeigt werden. Dabei
werden Mechanismen postuliert, welche auf die Bildung von Chrom-DNA-Addukten, der beein-
trachtigten Reparatur dieser DNA-Addukte und der Generierung von ROS zurtickgefiithrt werden
konnen (Wakeman et al. 2004, Xie et al. 2005, Reynolds et al. 2007, Xie et al. 2009). Die Beein-
trachtigung von BRCA1 und Rad54 durch Chromat wurde in dieser Arbeit erstmalig untersucht.
Dabei konnte moglicherweise die Inhibierung der Expression dieser Proteine eine Folge epige-
netischer Veranderungen sein. Ein verminderter Proteingehalt wiirde somit zu einer geringeren
Anzahl an Foci fithren. Epigenetische Veridnderungen, ausgelost durch Chromat, konnten bereits
in Reparaturgenen der mismatch repair gezeigt werden. Eine Hypermethylierung des hMLH I-Gens
fithrte zu einer verminderten Expression des Proteins und somit zu einem Verlust der Reparatur
von Basenfehlpaarungen (Takahashi et al. 2005). Die mismatch repair-Defizienz kann dabei zu
MS-Instabilitit fithren und infolgedessen zur Tumorentstehung beitragen. Auch in weiteren Repa-
raturgenen konnte eine Hypermethylierung und die damit verbundene Inhibierung der Expression
durch Chrom(VI) gezeigt werden (Hu et al. 2018), weshalb ebenfalls eine Beeintriachtigung der
Genexpression sowie im weiteren Verlauf der Proteinexpression von BRCA1 und Rad54 iiber
diesen Mechanismus denkbar wire. Eine direkte Beeintrachtigung von Rad51 konnte mit Hilfe
der IF nicht gezeigt werden, allerdings sind bereits Studien zur Inhibierung des Proteins unter
Einfluss von Chromat bekannt. Dabei wird ein fehlender Aufbau des Nukleoproteinfilamentes
postuliert (Browning et al. 2016). Moglich wire eine verminderte Expression von BRCA1, wodurch
das Protein Rad51 mit Hilfe von BRCA2 an den DNA-DSB koordiniert wird. Weiter wire ein

unvollstindiger Aufbau des Nukleoproteinfilaments denkbar, wodurch eine Anlagerung von Rad54
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zusdtzlich erschwert sein konnte. Die Inhibierung dieser Proteine konnte zu einer verstarkten
Expression der Polymerase # und somit zum bevorzugt ablaufenden MME] fithren (Ahrabi et al.
2016).

Die Proteingehalte der Zellfraktionen von Rad51 und Rad54 wurden anschlieBend mit Hilfe des
Western Blots untersucht, um zu tiberpriifen, ob diese Proteine unter Einfluss von Chromat weiter-
hin gebildet und zur Reparatur der Schiden in den Zellkern transportiert werden. Dabei konnte
festgestellt werden, dass nach einer akuten Exposition gegeniiber Chromat der Proteingehalt
von Rad51 sowie Rad54 im Kern leicht anstieg, wiahrend nach subchronischer Exposition unter
Betrachtung der hohen Standardabweichungen die Gehalte der Proteine in den Zellfraktionen
unverandert schienen. Aufgrund der Fraktionierung der Zelle kann jedoch keine Aussage iiber den
Gesamtproteingehalt getroffen werden.

In der Literatur sind bisher Daten zum Proteingehalt von Rad51 nach Exposition gegeniiber
Chromat bekannt. Dabei konnte eine Abnahme des Rad51-Gehaltes im Zellkern festgestellt wer-
den, wobei der nukleare Transport von Rad51 gestort scheint (Qin et al. 2014, Browning et al.
2016, Browning und Wise 2017). Diese Beobachtungen konnten in dieser Arbeit nicht besta-
tigt werden. Moglicherweise konnte dies auf Unterschiede in den verwendeten Zelllinien und
Chromat-Verbindungen zuriickgefiihrt werden. Aufgrund der hohen Standardabweichung in der
vorliegenden Arbeit ist jedoch eine eindeutige Aussage iiber den Proteingehalt von Rad51 sowie
Rad54 erschwert. Um eindeutigere Aussagen tiber die Proteingehalte sowie mogliche epigenetische
Veranderungen zu erhalten, werden weitere Untersuchungen benoétigt. Dabei sollte der Prote-
ingehalt des gesamten Zellextraktes und zusitzliche Zeitpunkte sowie Konzentrationen mittels
Western Blot nachgewiesen werden. Zudem konnte die mogliche Hypermethylierung der Gene

mit Hilfe der Bisulfit-Sequenzierung untersucht werden.

Zum Abschluss der Chrom-Untersuchungen wurde die Transkriptmenge der POLQ untersucht.
Dabei codiert POLQ fiir die Polymerase 6, welche fiir die DNA-Verkniipfung iber Mikrohomolo-
gien beim MME] zustiandig ist (zusammengefasst in Wood und Doublie 2016). In der vorliegenden
Arbeit konnte festgestellt werden, dass keine Veranderung des mRNA-Gehaltes der POLQ durch
die Inkubation mit K,Cr,O7 vorlag.

In der Literatur sind bisher keine Daten zum Einfluss von K Cr,O7 auf die Polymerase 6 bekannt.
Jedoch konnte bereits eine inverse Korrelation zwischen der Reparatur der HR und der Aktivi-
tit der Polymerase 6 gezeigt werden. Ebenfalls wurde eine erhdhte Transkriptmenge der POLQ
bei BRCA1-defizienten Zellen beobachtet (Ceccaldi et al. 2015). Zudem konnte eine Verbindung

zwischen einer beeintrichtigten HR-Aktivitdt und einem verstirkten Ablaufen des MME] fest-
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6 Zusammenfassende Diskussion

gestellt werden (Ahrabi et al. 2016). Die Literatur deutet somit auf ein verstiarktes Auftreten der
Polymerase 6 bei einer Beeintrichtigung der HR hin, wobei in dieser Arbeit keine Veridnderung auf
Genexpressions-Ebene gezeigt werden konnte. Denkbar wire eine Stabilisierung der Polymerase
auf Protein-Ebene, welche im Zuge der Reparatur mobilisiert wird. Moglicherweise wird die
Polymerase # auf Protein-Ebene beeinflusst, weshalb weitere Endpunkte betrachtet werden sollten.
Hierbei konnte der Western Blot sowie der EMSA Aufschluss tiber mogliche Beeintrachtigungen

der Polymerase € geben.

Basierend auf den Ergebnissen der Arbeit zum Einfluss von Chromat auf die Reparatur von
DNA-DSB konnte eine Beeintridchtigung der nahezu fehlerfreien HR sowie ein bevorzugt ablau-
fendes fehlerbehaftetes MME] festgestellt werden. Dabei wurde eine verminderte Foci-Bildung
der Proteine BRCA1 und Rad54 durch Chromat festgestellt, wobei moglicherweise epigeneti-
sche Verdnderungen zu einer beeintrichtigten Genexpression und somit zu einer verminderten
Proteinbiosynthese fithren. Dies sollte iiber weitere Untersuchungen abgeklirt werden. Uber die
Proteingehalte der Zellfraktionen von Rad51 sowie Rad54 konnen aufgrund der hohen Standard-
abweichungen keine klaren Aussagen getroffen werden. Auch hier sollten weitere Versuche in
nachfolgenden Arbeiten durchgefithrt werden, um diesen Sachverhalt zu kldren. Das verstarkt
ablaufende fehlerbehaftete MME] kann nicht auf eine erhohte Transkriptmenge der POLQ zuriick-
gefiihrt werden, weshalb weitere Untersuchungen auf Protein-Ebene durchgefiihrt werden sollten.
Dennoch implizieren die Ergebnisse einen Shift von einer fehlerfreien zu einer fehlerbehafteten Re-
paratur und somit zu einer vermehrten Akkumulation von Mutationen und der damit verbundenen
Instabilitdt von MS. Dabei zeigt Chromat einen moglichen Einfluss auf die genomische Stabilitét
und erhoht somit das Risiko einer Tumorentstehung. Abbildung 6.2 zeigt zusammenfassend den

Einfluss von Chromat auf die untersuchten zelluliren Mechanismen.
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Abbildung 6.2: Postulierter Wirkmechanismus von Chromat auf zellulidrer Ebene. Gezeigt sind die
zelluldren Auswirkungen von Chrom(VI). Das Metall wird in die Zelle aufgenommen und
durch Ascorbat, Glutathion (GSH) und weitere antioxidative Schutzsysteme umgesetzt. Hier-
bei wird Chrom(VI) iiber Chrom(V) und Chrom(IV) zu Chrom(IIl) reduziert. Durch den in
diesen Reaktionen stattfindenden Elektronentransport konnen reaktive Sauerstoffspezies
(ROS), welche in der Zelle zu DNA-Schiden fithren, generiert werden. Zusitzlich sind die
entstandenen Intermediate von Chrom in der Lage, mit der DNA Addukte zu bilden und da-
durch ebenfalls die DNA zu schidigen. Hierbei zeigt Chrom(III) eine hohe Affinitit zur DNA,
wobei zusitzlich Querverbindungen mit Ascorbat und Glutathion (ternire DNA-Addukte)
entstehen konnen. Diese DNA-Schiden wiederum kénnen zu DNA-Doppelstrangbriichen
(DNA-DSB) umgesetzt werden, welche mit Hilfe der homologen Rekombination (HR), dem
Single Strand Annealing (SSA) sowie dem nicht-homologen Endjoining (NHE]) und dem
micro-mediated Endjoining (MME]) repariert werden konnen. Dabei scheint die fehlerfreie
HR inhibiert, wihrend das fehlerbehaftete MME] unter Einfluss von Chromat bevorzugt
stattfindet. Dies konnte moglicherweise die genomische Stabilitdt negativ beeinflussen.
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8.1 Chemikalien

8 Chemikalien und Instrumente

Tabelle 8.1: Auflistung der verwendeten Chemikalien sowie deren Hersteller.

Chemikalie

Hersteller

20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent

2x Assay Loading Reagent

2x TagMan® PreAmp Master Mix
AAS-Manganstandard (1 g/1)
AAS-Magnesium-Matrixmodifier
AAS-Palladium-Matrixmodifier

Albumin Fraktion V

Ammoniumpersulfat (APS)

Ampicillin (10 mg/mL)

Annexin V-FITC

Borsaure

Bradfordreagenz

CasyTon®

CellROX Green

DAPI (CyStain® DNA/Protein)
di-Kaliumhydrogenphosphat, > 99 %, p.A.
Dimethylsulfoxid (DMSO), > 99,9 %
di-Natriumhydrogenphosphat, > 99 %, p.A.
DMEM (Dulbeccos Modified Eagles Medium)
DNA Away

DNA Suspension Buffer

Ethanol 80 % und 96 %

Exonuklease I (20 U/ml) New England
Exonuklease Reaktionspuffer New England
FACS Flow

Fetales Kilberserum 10 % (FKS)

Fluidigm (San Francisco)
Fluidigm (San Francisco)
Applied Biosystems (Darmstadt)
Perkin Elmer (Rodgau)
Perkin Elmer (Rodgau)
Perkin Elmer (Rodgau)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
BioLegend (San Diego)
Roth (Karlsruhe)

BioRad (Miinchen)

Roche (Mannheim)
Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Roth (Karlsruhe)
TEKnova (Kristiansand)
Roth (Karlsruhe)

BioLabs (Frankfurt)
BioLabs (Frankfurt)

BD (Heidelberg)

Invitrogen (Darmstadt)

Fortsetzung auf der nidchsten Seite
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8 Chemikalien und Instrumente

Tabelle 8.1 — Fortsetzung der vorherigen Seite

Chemikalie Hersteller
Formaldehyd 37 % Roth (Karlsruhe)
Gel-Red® VWR (Darmstadt)
Giemsa®Stammlosung Roth (Karlsruhe)
Glycerin (Rotipuran®), > 99,5 % Roth (Karlsruhe)
Glycin®, > 99,5 % Roth (Karlsruhe)
Hefeextrakt (ultra pure) VWR (Darmstadt)
HEPES, > 99,5 %, p.A. Roth (Karlsruhe)
Hoechst 33258 Sigma-Aldrich (Steinheim)
Hydroxylapatit, high resolution Calbiochem (Laufelfingen)
IFC Control Line Fluid Fluidigm (San Francisco)
Immersionsol Zeiss (Oberkochen)
I[sopropanol Roth (Karlsruhe)
Kaliumchlorid, > 99,5 %, p.A. Roth (Karlsruhe)
Kaliumdihydrogenphosphat, > 99,5 %, p.A. Roth (Karlsruhe)
Kanamycin (15 mg/mL) Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Mangan(II)chlorid Sigma-Aldrich (Steinheim)
Milchpulver Roth (Karlsruhe)
Natriumchlorid, > 99,5 %, p.A. Roth (Karlsruhe)
Natriumdihydrogenphosphat, > 99 %, p.A. Roth (Karlsruhe)
Natriumhydroxid, > %, p.A. Roth (Karlsruhe)
Natronlauge 1 N Roth (Karlsruhe)
PCR Certified Water TEKnova (Kristiansand)
Penicillin-Streptomycin-Losung (P.: 5000 U/ml, S.: 5 mg/l)  Sigma-Aldrich (Steinheim)
PAGE Ruler Prestained Protein Ladder (10 - 170 kDa) Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Primer Eurofins Eurofins (Ebersberg)
Primer Fluidigm Fluidigm (San Francisco)
Propidiumiodid (1 g/1) Sigma-Aldrich (Steinheim)
Protease Inhibitor Cocktail (cOmplete) Roche (Basel)
Proteinase K Merck Millipore (Darmstadt)
Pulsed Field Certified™ Agarose BioRad (Miinchen)
RNase Roche (Mannheim)
RNase Away VWR (Darmstadt)
Roti® -Load 1 4x (Ladepuffer) Roth (Karlsruhe)
Polyvinylidenfluorid Membran GE Healthcare (Buckinghamshire)
Roti® -Phenol Roth (Karlsruhe)

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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8.1 Chemikalien

Tabelle 8.1 — Fortsetzung der vorherigen Seite

Chemikalie Hersteller
Rotiphorese® (Acrylamid-Bisacrylamid-Losung (40 %)) Roth (Karlsruhe)
Rotisol (Ethanol 100 %) Roth (Karlsruhe)
Salpetersdure Supra Qualitét (69 %) Roth (Karlsruhe)
Salzsdure 0,1 N Roth (Karlsruhe)
Salzsdure 4 N Roth (Karlsruhe)
SDS 10 % Roth (Karlsruhe)
SsoFast™ EvaGreen® Supermix mit Low ROX BioRad (Miinchen)
Staurosporin (1 mM) Sigma-Aldrich (Steinheim)
TEMED Roth (Karlsruhe)
TE-Puffer TEKnova (Kristiansand)
Tris, > 99,5 % Roth (Karlsruhe)
Triton X-100 10 % Lsg. Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
Trypsin, 0,25 % Trypsin in EDTA Sigma-Aldrich (Steinheim)
Trypton VWR (Darmstadt)
Tween®20 Roth (Karlsruhe)
Wasserstoftperoxid Suprapur® (30 %) Merck Millipore (Darmstadt)
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8 Chemikalien und Instrumente

8.2 Losungen und Puffer

Tabelle 8.2: Auflistung der verwendeten Puffer oder Lésungen sowie deren Zusammensetzung,.

Puffer/Lésung Zusammensetzung

0,25 M Tris

Laufpuffer (10x)
1,92 M Glycin

25 mM Tris
Laufpuffer (1x) 192 mM Glycin
0,1 % SDS

0,1 M NaCl

0,0045 M KCl
0,007 M NayHPO,4
0,003 M KH,PO4

PBS (pH 7,4)

PBS-EDTA (pH 7,4) 0,5 mM EDTA in PBS

PBST 0.05 % (w/v) Tween®20 in PBS

147 mM NaCl

402 mM KCl

297 mM CaCl,H,0
aufgefiillt auf 1 1bidest. H,O

Ringer-Losung

40 mM Tris
TAE-Puffer (pH8) 20 mM Essigsiure
1 mM EDTA

89 mM Tris
TBE-Puffer (pH8) 89 mM Borsiure
2mM EDTA

10 mM Tris-HCI

TE-Puffer (pH 8)
6,25 mM EDTA

25 mM Tris
Transferpuffer (1x) 192 mM Glycin
20 % Methanol

Trypsin-Losung 0,25 % Trypsin in PBS-EDTA
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8.3 Verwendete Kits

8.3 Verwendete Kits

Tabelle 8.3: Auflistung der verwendeten Kits.

Verwendete Kits Hersteller

Amersham ECL Prime Western Blotting Detection Reagent ~ GE Healthcare (Buckinghamshire)

CellTiter-Glo® 2.0 Cell Viability Assay Promega (Fitchburg)
CHEF Mammalian Genomic DNA Plug BioRad (Miinchen)
Effectene Transfection Reagent Qiagen (Venlo)

Nuclear Extract Active Motif (La Hulpe)

NucleoBond Xtra Midi
NucleoSpin® RNA Plus
qScript™ cDNA Synthesis

Macherey-Nagel (Diiren)
Macherey-Nagel (Diiren)
QuantaBio (Beverly)

8.4 Verwendete Antikorper

Tabelle 8.4: Auflistung der verwendeten Antikorper.

Verwendete Antikorper Hersteller
Anti-o-Tubulin mouse Santa Cruz (Dallas)
Anti-BRCA1 mouse Abcam (Cambridge)
Anti-CENP-F rabbit Abcam (Cambridge)
Anti-CENP-F mouse Santa Cruz (Dallas)
Anti-Histon H3 rabbit Santa Cruz (Dallas)
Anti-mouse Alexa Fluor® 488 Invitrogen (Darmstadt)
Anti-mouse IgG BP-HRP Santa Cruz (Dallas)
Anti-rabbit Cy3 Jackson (Suffolk)
Anti-Rad51 rabbit Abcam (Cambridge)
Anti-Rad54 mouse Santa Cruz (Dallas)
Goat-anti-mouse IgG Biolegend (London)
Mouse-anti-rabbit IgG HRP Santa Cruz (Dallas)
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8 Chemikalien und Instrumente

8.5 Verbrauchsmaterialien

150

Tabelle 8.5: Auflistung der bendtigen Verbrauchsmaterialien sowie deren Hersteller.

Verbrauchsmaterialien Hersteller
1,2 ml Sample Cups Perkin Elmer (Waltham)
12-well Platten Greiner Bio-One (Frickenhausen)
2,5 ml Sample Cups Perkin Elmer (Waltham)

48-well Platten

5 ml Rundboden-R6hrchen

6-well Platten

96-well Platten NUNC™ (weiR)
96-well Platten

Amersham Nitrocellulose Membran
Casy-Cups

Deckglédschen (@ 10 mm)

Dynamic Array IFC

Einmalspritzen (5 ml)
Eppendorf-Reaktionsgefifle (1,5 ml und 2 ml)
Falcon Tubes (3,5 mL)

Glaspipetten (1,2,5,10 und 20 mL)
Handschuhe (Latex)

Handschuhe (Nitril)

Kulturkolben nach Fernbach
Kryorshrchen mit Gewinde (1,8 ml)
Magnetriihrstibe

Multiply® Strip (8er Kette)
Objekttriger (76x26 mm)

Parafilm

Pipettenspitzen (10 ul)
Pipettenspitzen (10 ul)
Pipettenspitzen (100-1000 ul)
Pipettenspitzen (1-200 pl)
Pipettenspitzen (5 ml)

Plastik-Zentrifugenréhrchen (15 ml und 50 ml)

Polyvinylidenfluorid Membran
Sterilfilter (500 mL), 0,2 M, PES

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Corning (Amsterdam)

Corning (Amsterdam)

Thermo Fisher Scientific (Dreieich)
TPP (Transadingen)

GE Healthcare (Buckinghamshire)
Roche (Mannheim)

Roth (Karlsruhe)

Fluidigm (San Francisco)

Terumo (Eschborn)

Sarstedt (Niimbrecht)

BD (Heidelberg)

Roth (Karlsruhe)

VWR International (Darmstadt)
Ansell (Richmond)

VWR International (Darmstadt)
Sarstedt (Niimbrecht)

Roth (Karlsruhe)

Sarstedt (Niimbrecht)

Roth (Karlsruhe)

Sigma-Aldrich (Steinheim)
Mettler-Toledo (Giefien)

Sarstedt (Niimbrecht)

Brandt (Wertheim)

Ratiolab (Deieck)

Eppendorf (Hamburg)

Sarstedt (Niimbrecht)

GE Healthcare (Buckinghamshire)
VWR (Darmstadt)

Fortsetzung auf der nichsten Seite



8.6 Instrumente und Software

Tabelle 8.5 — Fortsetzung der vorherigen Seite

Verbrauchsmaterialien Hersteller
Sterilindikatorband Autoklav Roth (Karlsruhe)
Sterilindikatorband Heifluftsterillisator Roth (Karlsruhe)
Vernichtungsbeutel VWR (Darmstadt)
Wigeschiffchen Roth (Karlsruhe)
Whatman-Papier (3 mm) Whatman (Dassel)

Zellkulturschalen (& 15 cm, @ 10 cm, @ 6 cm, & 3,5 cm)  Sarstedt (Niimbrecht)

Zellschaber

VWR (Darmstadt)

8.6 Instrumente und Software

Tabelle 8.6: Auflistung der verwendeten Instrumente bzw. Software sowie deren Hersteller.

Instrument/Software Hersteller
Atomabsorptionsspektrometer PinAAcle 900 T Perkin Elmer (Waltham)
Autoklav D-150 Systec (Linden)

Axio Imager 72 Zeiss (Oberkochen)
Axio Observer Zeiss (Oberkochen)
Axiovert 40C Zeiss (Oberkochen)

Biofreezer Herafreeze top

Biomark

Blotting Kammer

Brutschrank Heracell 150i

Casy® TTC Cell Couter & Analyser System
Centrifuge 5417R

Centrifuge 5810R

Colony Counter BZG-30

Cryo 1°C Cooler (Mr. Frosty)
Durchflusszytometer LSR Fortessa FACS
Eismaschine

Elektrophorese Kammer

Thermo Scientific (Langenselbold)
Fluidigm (San Francisco)

Peglab (Erlangen)

Thermo Scientific (Langenselbold)
Roche (Mannheim)

Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

WTW (Weilheim)

VWR International (Darmstadt)
Becton-Dickinson (Heidelberg)
Ziegra (Isernhagen)

BioRad (Miinchen)

Fortsetzung auf der niachsten Seite
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8 Chemikalien und Instrumente

Tabelle 8.6 — Fortsetzung der vorherigen Seite

Instrument/Software Hersteller
Elektrophorese Stromgerit BioRad (Miinchen)
Eppendorf Pipette (1000-5000 pl) Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf Pipette (100-1000 ) Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf Pipette (10-100 pl) Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf Pipette (2,5-10 ul) Eppendorf (Hamburg)

Eppendorf Pipette (20-200 pl)
Feinwaage BP 61 S

Galaxy Mini Centrifuge

Glaspipetten (5, 10, 20 ml)
Heifluftsterilisator

Heizschiittler Thermomixer C

IFC Controller HX

Kiihl- und Gefrierschranke
Laborspiilmaschine Professional G7883
Luminescent Image Analyzer LAS-3000
Magnetriihrer Variomag® Poly Komet
Megafuge 1.0

MicroCentrifuge

Multipipette Pipete Lite XLS® (0,5-10 pl)
NanoQuant Platte

PCR Workstation Pro

PFGE CHEF-DRIII

pH-Meter 3210

Pipetus®

Reinstwasseranlage Milli-Q

Rotator

Rontgenrshre CellRad

Schiittelinkubator Stuart Orbital Incubator SI600C

Software »AA Winlab 32«
Software »Aida Image Analyzer v.3.27«
Software »BD FACSDiva«

Software »Fluidigm Real Time PCR Analysis«

Software »GenEx«
Software »Image J«
Software »SPSS«

Eppendorf (Hamburg)
Sartorius (Gottingen)
VWR International (Darmstadt)
Roth (Karlsruhe)
Memmert (Biichenbach)
Eppendorf (Hamburg)
Fluidigm (San Francisco)
Bosch (Gerlingen)

Miele (Giiterloh)

Fujifilm (Diisseldorf)
VWR (Darmstadt)
Heraeus (Hanau)

Roth (Karlsruhe)

Mettler Toledo (Gief3en)
Tecan Group (Crailsheim)
Peglab (Erlangen)

BioRad (Miinchen)

WTW (Weilheim)

Hirschmann Laborgerite (Eberstadt)

Merck Millipore (Darmstadt)
Labinco BYV. (Bredastadt)
Faxitron (Much)

Stuart (Staffordshire)

Perkin Elmer (Waltham)
Raytest (Straubenhardt)
Becton-Dickinson (Heidelberg)
Fluidigm (San Francisco)
MultiD Analyses (Goteborg)
Open Source

SPSS Statistics (Chicago)

Fortsetzung auf der nichsten Seite



8.6 Instrumente und Software

Tabelle 8.6 — Fortsetzung der vorherigen Seite

Instrument/Software Hersteller
Software »ZEN2« Zeiss (Oberkochen)
Sterilwerkbank HERAsafeKS Thermo Scientific (Langenselbold)
T100 Thermal Cycler BioRad (Miinchen)
Taumler 3012 GFL (Burgwedel)
Tecan Infinite M200 PRO Tecan Group (Crailsheim)

Tischzentrifuge Eppireaktionsgefifie
Ultraschallbad Sonorex Super RK 255 H
Vortex-Genie 2T

Waage VWR 1502

Wasserbad

Wasserbad

VWR International (Darmstadt)
Bandelin (Berlin)

Scientific Industries (New York)
Sartorius (Gottingen)

Memert (Schwabach)

Julubo (Seelbach)
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9 Anhang

9.1 Liste der untersuchten Gene

In der Tabelle 9.1 ist das Gencluster der verwendeten HT RT-qPCR-Methode dargestellt. In Fi-

scher (2016) konnen die Primer-Sequenzen sowie weitere Informationen zur Methode eingesehen

werden.
Tabelle 9.1: Auflistung aller in der HT RT-qPCR enthaltenen Gene.
Apoptotische
Referenzgene DNA-Schadens- Metall- Oxidative Transkriptions- Faktorenund Fremdstoff-
antwortund  homdostase  Stress- faktoren Zellzyklus-  metabolismus
Reparatur antwort regulatoren
ACTB APEX1 FTHI CAT AXIN2 APAF1 ABCBI
B2M ATM MTIX G6PD BTRC BAX ABCC1
GAPDH ATR MT2A GCLC JUN BBC3 ALDHIA1
GUSB BRCAI SLC30A1 GPX1 KEAP1 BCL2 CYPIAI
HPRT1 BRCA2 TFRC GSR MAP3K5 BCL2L1 EPHX1
DDB1 HMOX1 MDM?2 CCND1 NAT1
DDB2 HSPAIA NFE2L2 CDKNIA NQO1
DDIT3 IL8 NFKBI CDKNIB SULTIAI
ERCCI PRDX1 NFKB2 CDKNZ2B UGTIA
ERCC2 SEPP1 NFKBIA E2F1
ERCC4 SOD1 TP53 EGFR
ERCC5 SOD2 VEGFA MYC
GADD45A TXN1 PLK3
LIGI TXNRD1 PMAIP1
LIG3 PPM 1D
MLHI SIRT2
MSH?2 TNFRSF10B
OGGI XIAP
PARP1
PCNA
POLB
POLD1
RAD50
RADS51
RRM?2B
XPA
XPC
XRCC5
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9 Anhang

9.2 Designte Primer

In Tabelle 9.2 ist das designte Primer-Paar der POLQ dargestellt. Dabei wurde der forward und

reverse Primer, wie im Kapitel Material und Methoden 4.12.1 beschrieben, designt.

Tabelle 9.2: Designte Primer fiir die Untersuchungen der Genexpression der POLQ.

Primer-Sequenz Schmelztemp. Produktlinge
Gen , ; o
(5" —> 3] [*C] [bp]
POLQ forward GGCAGCACCTCTCCATCAA 78,1 135

reverse TTCATCCACAACCACCATTCCT

9.3 Primer-Etablierung

Tabelle 9.3 zeigt die Effizienz des Primer-Paares der POLQ. Es wurden drei Versuche zur Effizienz
durchgefiihrt. Zu beachten ist, dass Versuch 1 mit weniger Preamplifikations-Zyklen durchge-
fuhrt wurde. Die Effizienz wurde iber die Formel 4.4, welche in Kapitel 4.12.3 angegeben ist,

berechnet (Raymaekers et al. 2009).

Tabelle 9.3: Berechnung der Primer-Effizienz der POLQ (n=3). Zur Berechnung sind die Werte der Steigung
(Slope) sowie der Schnittpunkt durch die y-Achse (Intercept) herangezogen worden. Dabei ist
eine Effizienz zwischen 0,9 bis 1,1 sowie ein Korrelationskoeffizient (RZ) von 0,99 bis 0,999
akzeptabel.

Versuch 1 Versuch2 Versuch3 Mittelwert Effizienz-Range

(%]
Slope -3,5958 -3,3838 -3,0074
Intercept 28,234 15,253 15,974
Effizienz 0,8972 0,9748 1,1503 1,0074 89,72 bis 115,03
R? 0,9826 0,9859 0,9966 0,9884

In Abbildung 9.1 ist ein exemplarisches Gel der Bestimmung der Primer-Spezifitit dargestellt.
Ebenfalls in der Abbildung gezeigt, ist die Bestimmung der Primer-Effizienz anhand eines Bei-

spiels.
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Abbildung 9.1: Beispiel einer Primer-Etablierung. Gezeigt ist links ein exemplarisches Gel einer Gel-
elektrophorese zur Bestimmung der Primer-Spezifitit des PCR-Produktes der POLQ
(n=4). Die Primer-Effizienz (rechts) des Primer-Paares der POLQ wurde mit Hilfe einer
cDNA-Verdiinnungsreihe erstellt. Dargestellt ist der Logarithmus der relativen templa-
te-Konzentration gegen die Cq-Werte. Mittels linearer Regression wurde eine Geradenglei-
chung (y=mx+b) und ein Korrelationskoeffizient (R2) bestimmt.

9.4 Bestimmung der Nachweis-, Erfassungs-, und

Bestimmungsgrenze

In Tabelle 9.4 sind die Werte der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze dargestellt. Diese
wurden mit Hilfe der Leerwertmethode der DIN 32645 berechnet. Die Grenzwerte wurden in

Zusammenarbeit mit Frau Yvonne Gil Pascual im Rahmen ihrer Masterarbeit bestimmt.

Tabelle 9.4: Nachweis- (NG), Erfassungs- (EG) und Bestimmungsgrenze (BG) von Mangan.

Berechnung nach Herstellerangaben

Schnellabschitzung DIN 32645 (Pi cle)
NG [ug/1] 0,35 0,23 0,02
EG [ug/L] 0,71 0,45 -
BG [ug/L] 1,35 1,29 0,07
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9.5 Verwendete Plasmide

Nachfolgend werden die im Reporter-Assay verwendeten Plasmide aufgefiihrt. Dabei sind die Plas-
mide DR-GFP (HR), EJ5-GFP (NHE]), EJ2-GFP (MME]) und SA-GFP (SSA) stabil in U20S-Zellen
transfiziert. Das Restriktionsenzym I-Scel wird als Plasmid-DNA transient transfiziert. Zudem wird
pEGFP-NT1 als Effizienz-Kontrolle ebenfalls transient transfiziert. Die Methode des Reporter-Assays
sowie die dazugehdrigen Zelllinien wurden von Jeremy Stark entwickelt (Gunn und Stark 2012).
Zur Verfiigung gestellt wurden die stabil transfizierten U20S-Zellen sowie das Restriktionsenzym
und die Effizienz-Kontrolle von Prof. Dr. George Iliakis (Universitdtsklinikum Essen, Institut fiir
medizinische Strahlenbiologie). Die Plasmide sind stark vereinfacht mit Hilfe von SnapGene in den
Abbildungen 9.2, 9.3 und 9.4 dargestellt. Die genaue Plasmid-Sequenz von DR-GFP kann unter
https://www.addgene.org/26475/ eingesehen werden. Die Plasmid-Sequenz von EJ5-GFP kann
unter https://www.addgene.org/44026/ nachgeschaut werden. Der genaue Expressionsvektor von
EJ2-GFP ist unter https://www.addgene.org/44025/ zu finden. Der genaue Vektor zu SA-GFP
kann unter https://www.addgene.org/41594/ eingesehen werden. Die genaue Plasmid-Sequenz
von [-Scel ist unter https://www.addgene.org/26477/ zu finden, wihrend die Plasmid-DNA von
pEGFP-N1 unter https://www.addgene.org/vector-database/2491/ eingesehen werden kann.

CMV enhancer|
chicken B-actin promoter ‘_ [AmpR]

};’@j_\
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<
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8646 bp
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]

(5936 .. 5957) EGFP-C -

EJ5-GFP
12.719 bp

" 1-Scel (3461)

B-globin poly(A) signall

p “I-Scel (s237)
] [EGFP)

B-globin poly(A) signal

Abbildung 9.2: Darstellung der Plasmid-DNA von DR-GFP und EJ5-GFP. Gezeigt ist links der Ex-
pressionsvektor von DR-GFP und rechts die Plasmid-DNA von EJ5-GFP.
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Abbildung 9.3: Darstellung der Plasmid-DNA von EJ2-GFP und SA-GFP. Gezeigt ist links der Ex-
pressionsvektor von EJ2-GFP, welcher bei funktionsfidhiger Reparatur 8 Nukleotide als
Mikrohomologie verwendet und 35 Nukleotide verliert. Rechts ist die Plasmid-DNA von
SA-GFP dargestellt. Bei einer vollstindigen Reparatur gehen 2,7 kbp verloren.
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Abbildung 9.4: Darstellung der Plasmid-DNA von I-Scel und pEGFP-N1. Der Expressionsvektor von
I-Scel ist links dargestellt und rechts die Plasmid-DNA von pEGFP-N1.
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9.6 Erginzende Daten

Mangan
Zytotoxizitit von Mangan und Bestrahlung auf HeLa S3-Zellen

Zur Untersuchung des Einfluss von Mangan auf DNA-DSB wurde die PFGE angewandt, dabei
werden Strahlendosen von 80 Gy zur Induktion von DNA-DSB benétigt. Aufgrund dessen wurde
ebenfalls die Zytotoxizitdt von Mangan mit 80 Gy Bestrahlung untersucht. In den Abbildungen
9.5 und 9.6 ist kein signifikanter Unterschied zwischen Bestrahlung und Behandlung ohne Be-
strahlung innerhalb der Zellzahl sowie im ATP-Gehalt erkennbar. Versuche mit 80 Gy Bestrahlung
wurden teilweise in Zusammenarbeit mit Frau Ann-Kathrin Kull im Rahmen ihrer Masterarbeit

durchgefiihrt.

100 +

—Zellzahl ohne
Bestrahlung (32 h)

Zellzahl mit 80 Gy
Bestrahlung (32 h)

Zellzahl
(% der nicht bestrahlten Kontrolle)

10

0 250 500 750 1000

Mangan [uM]

Abbildung 9.5: Einfluss von Mangan auf die Zellzahl von HeLa S3-Zellen. Gezeigt ist die Zellzahl
von HeLa S3-Zellen nach einer Inkubation mit Manganchlorid (MnCl,). Hierfiir wurden
Konzentrationen von 10 M bis 1000 M eingesetzt. Die Zellen wurden fiir 32 h inkubiert
bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 80 Gy bestrahlt und fiir 8 h nachinkubiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen
=+ Standardabweichung.
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B ATP-Gehalt ohne
Bestrahlung (32 h)

,
AR

N

7 ATP-Gehalt mit 80 Gy
Bestrahlung (32 h)

N
ANNN

N

ATP-Gehalt
(% der nicht bestrahlten Kontrolle)

AN

\\
ANNNN

100

Mangan [uM]

Abbildung 9.6: Einfluss von Mangan auf die metabolische Aktivitit von HeLa S3-Zellen. Die Zellen
wurden fiir 32 h mit Manganchlorid (MnCl,) inkubiert bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 80 Gy
bestrahlt und fiir 8 h nachinkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhingigen,
in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen + Standardabweichung.

Immunfluoreszenz (IF)

In den Abbildungen 9.7 sind weitere Zeitpunkte der IF-Fiarbung von Rad51 und Rad54 unter
Einfluss von Mangan dargestellt. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Kontrolle

und Behandlung.
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Abbildung 9.7: Einfluss von Mangan auf die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen (DNA-
DSB) in HeLa S3-Zellen mittels Immunfluoreszenz (IF)-Firbung von Rad51 und
Rad54. Die Zellen wurden fiir 26 h bzw. 28 h mit Manganchlorid (MnCl,) inkubiert bzw.
fiir 24 h vorinkubiert, mit 1 Gy bestrahlt und fiir 2 h und 4 h nachinkubiert. Dargestellt sind
die Mittelwerte von zwei unabhiangigen, in Doppelbestimmung durchgefithrten Versuchen
=+ Standardabweichung.
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9.6 Erginzende Daten

Genexpression

Im folgenden Kapitel werden die Gene, welche unter Einfluss von Mangan keinen signifikanten

Unterschied gegeniiber der Kontrolle zeigten aufgefiihrt. Dabei zeigt Abbildung 9.8 Gene der

DNA-Schadensantwort. Abbildung 9.9 zeigt Gene der Metallhomdoostase (oben) und oxidativen

Stressantwort (unten). In Abbildung 9.10 sind Gene aufgefiihrt, welche mit dem Zellzyklus und der

Apoptose (oben) sowie dem Fremdstoffmetabolismus (unten) assoziiert werden. Eine zusitzliche

Bestrahlung zeigte auch hier keinen signifikanten Unterschied.
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Ergianzende Daten zu anderen Metallen

Cobalt

Abbildung 9.11 zeigt die Viabilitdt von HeLa S3-Zellen unter Einfluss von Cobaltchlorid. Abbildung
9.12 zeigt den ATP-Gehalt. Dabei wurden Versuche ohne und mit 80 Gy Bestrahlung durchgefiihrt.
Es konnte gezeigt werden, dass kein zytotoxischer Effekt bis 250 M Cobaltchlorid beobachtet
werden konnte. Zudem wurden Experimente zum Einfluss von Cobaltchlorid auf die Reparatur von
DNA-DSB durchgefiihrt. Abbildungen 9.13, 9.14 und 9.15 zeigen den Einfluss von Cobaltchlorid
auf die Reparatur von DNA-DSB. Dabei sind in den Abbildungen 9.13 und 9.14 Ergebnisse zur
PFGE aufgefiihrt, wihrend Abbildung 9.15 den Reporter-Assay unter Einfluss von Cobaltchlorid
zeigt. Es konnte gezeigt werden, dass Cobaltchlorid im ausgewihlten Konzentrationsbereich bis
250 M keine DNA-DSB erzeugt und die Reparatur von DNA-DSB nicht beeinflusst. Versuche mit
80 Gy Bestrahlung wurden teilweise in Zusammenarbeit mit Frau Ann-Kathrin Kull im Rahmen

ihrer Masterarbeit durchgefiihrt.
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Abbildung 9.11: Einfluss von Cobalt auf die Viabilitit von HeLa S3-Zellen. Gezeigt ist die Zellzahl
und Koloniebildungsfihigkeit (CFA) von HeLa S3-Zellen nach einer Inkubation mit Cobalt-
chlorid. Hierfiir wurden Konzentrationen von 10 uM bis 500 uM eingesetzt. Die Zellen
wurden fiir 32 h inkubiert bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 80 Gy bestrahlt und fiir 8 h
nachinkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbestim-
mung durchgefiihrten Versuchen + Standardabweichung.

166



9.6 Erginzende Daten

100 -

® ATP-Gehalt ohne
Bestrahlung (32 h)

50 -

ATP-Gehalt mit 80 Gy
Bestrahlung (32 h)

ATP-Gehalt
(% der nicht bestrahlten Kontrolle)

0 10 50 100 250 500

Cobalt [uM]

Abbildung 9.12: Einfluss von Cobalt auf die metabolische Aktivitit von HeLa S3-Zellen. Die Zellen
wurden fiir 32 h mit Cobaltchlorid inkubiert bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 80 Gy bestrahlt
und fiir 8 h nachinkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhingigen, in
Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen + Standardabweichung,.

24h+0h 24h+8h
Co [nuM] ;/}250 250;{? /?250 250;?

T T .'.7

Abbildung 9.13: Reprisentatives Agarosegel einer Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Dargestellt ist
ein exemplarisches Agarosegel, in welchem HeLa S3-Zellen fiir 24 h mit 250 uM Co-
baltchlorid vorinkubiert, mit 80 Gy bestrahlt und 0 h sowie 8 h nachinkubiert wurden.
Zusitzlich wurde eine nicht bestrahlte Kontrolle sowie nicht bestrahlte Inkubationen
mitgefiihrt.
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Abbildung 9.14: Einfluss von Cobalt auf die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
(DNA-DSB) mittels Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Die Zellen wurden fiir
24 h mit Cobaltchlorid behandelt, mit 80 Gy bestrahlt und fiir O h und 8 h nachinkubiert.
Der fraction of activity released (FAR)-Wert diente der Auswertung. Dargestellt sind drei, in
Doppelbestimmung durchgefiihrte, unabhidngige Versuche + Standardabweichung.
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Abbildung 9.15: Einfluss von Cobalt auf die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
(DNA-DSB) in U20S-Zellen mittels Reporter-Assay. Die Zellen wurden mit
dem I-Scel fiir 6 h transfiziert, anschliefend fiir 66 h mit Cobaltchlorid inkubiert und
das GFP-Signal auf die Kontrolle bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei
unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen + Standardabweichung.
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Nickel

In Abbildung 9.16 ist die Viabilitdt von HeLa S3-Zellen unter Einfluss von Nickelchlorid gezeigt.
Abbildung 9.17 zeigt den ATP-Gehalt. Dabei wurden Versuche ohne und mit 80 Gy Bestrahlung
durchgefiihrt. Es konnte gezeigt werden, dass kein zytotoxischer Eftekt bis 500 1M Nickelchlorid
beobachtet werden konnte. Eine Konzentration von 1000 M zeigte einen leicht-zytotoxischen
Einfluss auf die Zellzahl und CFA, wihrend der ATP-Gehalt auf 25 % der Kontrolle sank. Zudem
wurden Experimente zum Einfluss von Nickelchlorid auf die Reparatur von DNA-DSB durchge-
fuhrt. Abbildungen 9.18, 9.19 und 9.20 zeigen den Einfluss von Nickelchlorid auf die Reparatur
von DNA-DSB. Dabei sind in den Abbildungen 9.18 und 9.19 Ergebnisse zur PFGE aufgefiihrt,
wihrend Abbildung 9.20 den Reporter-Assay unter Einfluss von Nickelchlorid zeigt. Es konnte
gezeigt werden, dass Nickelchlorid im ausgewdhlten Konzentrationsbereich DNA-DSB bereits
ab 500 M erzeugt und die Reparatur von DNA-DSB inhibiert. Versuche mit 80 Gy Bestrahlung
wurden teilweise in Zusammenarbeit mit Frau Ann-Kathrin Kull im Rahmen ihrer Masterarbeit

durchgefiihrt.
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Abbildung 9.16: Einfluss von Nickel auf die Viabilitit von HeLa S3-Zellen. Gezeigt ist die Zellzahl
und Koloniebildungsfihigkeit (CFA) von HeLa S3-Zellen nach einer Inkubation mit Ni-
ckelchlorid. Hierfiir wurden Konzentrationen von 10 M bis 1000 M eingesetzt. Die
Zellen wurden fiir 32 h inkubiert bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 80 Gy bestrahlt und fiir
8 h nachinkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhingigen, in Doppelbe-
stimmung durchgefiihrten Versuchen + Standardabweichung.
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Abbildung 9.17:
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Einfluss von Nickel auf die metabolische Aktivitit von HeLa S3-Zellen. Die Zellen
wurden fiir 32 h mit Nickelchlorid inkubiert bzw. fiir 24 h vorinkubiert, mit 80 Gy bestrahlt
und fiir 8 h nachinkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhingigen, in
Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen + Standardabweichung,.
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Abbildung 9.18: Reprisentatives Agarosegel einer Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Dargestellt ist
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ein exemplarisches Agarosegel, in welchem HeLa S3-Zellen fiir 24 h mit 500 uM und
1000 M Nickelchlorid vorinkubiert, mit 80 Gy bestrahlt und 0 h sowie 8 h nachinku-
biert wurden. Zusitzlich wurde eine nicht bestrahlte Kontrolle sowie nicht bestrahlte
Inkubationen mitgefiihrt.
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Abbildung 9.19: Einfluss von Nickel auf die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
(DNA-DSB) mittels Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Die Zellen wurden fiir
24 h mit Nickelchlorid behandelt, mit 80 Gy bestrahlt und fiir O h und 8 h nachinkubiert.
Der fraction of activity released (FAR)-Wert diente der Auswertung. Dargestellt sind drei, in
Doppelbestimmung durchgefiihrte, unabhidngige Versuche + Standardabweichung.
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Abbildung 9.20: Einfluss von Nickel auf die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
(DNA-DSB) in U20S-Zellen mittels Reporter-Assay. Die Zellen wurden mit
dem I-Scel fiir 6 h transfiziert, anschlieflend fiir 66 h mit Nickelchlorid inkubiert und
das GFP-Signal auf die Kontrolle bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte von zwei
unabhingigen, in Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen + Standardabweichung.
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Reporter-Assay

Nachfolgend sind Daten zum Einfluss weiterer Metallverbindungen auf die Reparatur von
DNA-DSB mit Hilfe des Reporter-Assays aufgefiithrt. Dabei wurden die 16slichen Metallverbindun-
gen Natriumarsenit und Antimonchlorid verwendet. Abbildung 9.21 zeigt den den Einfluss von
Natriumarsenit auf die Reparatur von DNA-DSB. Es konnte eine Inhibierung der Reparaturwege
HR und SSA ab 2,5 uM festgestellt werden, wihrend das NHE] und das MME] nicht beeinflusst
scheint. Versuche zu Arsen wurden in Zusammenarbeit mit Frau Christina Gaag im Rahmen ihrer

Masterarbeit durchgefiihrt.
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Abbildung 9.21: Einfluss von Natriumarsenit auf die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
(DNA-DSB) in U20S-Zellen mittels Reporter-Assay. Die Zellen wurden mit I-Scel
fiir 6 h transfiziert, anschlieflend fiir 66 h inkubiert und das GFP-Signal auf die trans-
fizierte Kontrolle bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhingigen, in
Doppelbestimmung durchgefiihrten Versuchen + Standardabweichung.

In Abbildung 9.22 ist der Reporter-Assay unter Einfluss von Antimonchlorid gezeigt. Es konnte eine
Inhibierung der HR ab 25 ;1M und des SSA ab 50 M festgestellt werden. Das MME] scheint bereits
ab niedrigen Konzentrationen bis 25 ¢M gehemmt, wihrend das Signal bei einer Konzentration
von 50 uM wieder anzusteigen scheint. Das NHE] ist vermutlich nicht beeinflusst. Versuche zu

Antimon wurden in Zusammenarbeit mit Frau Christina Gaag im Rahmen ihrer Masterarbeit

durchgefiihrt.
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Abbildung 9.22: Einfluss von Antimonchlorid auf die Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
(DNA-DSB) in U20S-Zellen mittels Reporter-Assay. Die Zellen wurden mit I-Scel
fur 6 h transfiziert, anschliefend fiir 66 h inkubiert und das GFP-Signal auf die trans-
fizierte Kontrolle bezogen. Dargestellt sind die Mittelwerte von drei unabhingigen, in
Doppelbestimmung durchgefithrten Versuchen + Standardabweichung.
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