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1 Einleitung

1 Einleitung

Krebs ist eine der haufigsten krankheitsbedingten Todesursachen weltweit. Das karzinogene
Potential ist deshalb bei der Risikobeurteilung von Arzneimitteln von besonderer Bedeutung. Einer
der wichtigsten Risikofaktoren fiir die Krebsentstehung ist die Mutagenese. Das mutagene Potential
von Arzneimitteln kann jedoch aus ethischen Griinden nicht in klinischen Studien am Menschen
untersucht werden. Neue Arzneimittelwirkstoffe missen bereits vor der ersten Verabreichung
ausreichend getestet sein. Dies kann nur mit praklinischen Tests in vitro und in vivo erfolgen. In vitro
Tests in Saugerzellen spielen hier eine wichtige Rolle. Da es fatal wére eine Substanz mit einem fir
den Menschen relevanten mutagenen Potential zu Ubersehen, sind diese Testsysteme hochsensitiv
aber dadurch auch relativ unspezifisch. Es kommt aus diesem Grund zu einer hohen Rate an
irrelevant positiven Testbefunden. Positive Ergebnisse dieser Tests fliihren haufig zu langwierigen und
teuren in vivo Folgestudien oder dem Ausschluss des potentiellen Wirkstoffkandidates aus der
weiteren Entwicklung. Um dies im Falle von irrelevanten Effekten zu vermeiden, sind tiefere Einblicke
in den Wirkmechanismus notwendig. Untersuchungen zu Wirkmechanismen von genotoxischen und
nicht-genotoxischen Kanzerogenen sind unerldsslich, um biologische Signaturen zu identifizieren,
welche es ermdglichen den Wirkmechanismus neuer Substanzen vorherzusagen. Dies ist Gegenstand
der vorliegenden Arbeit. Ziel ist es, Strategien zu entwickeln, welche die Pradiktion von

Wirkmechanismen ermdoglichen und somit die Risikobewertung verbessern.
1.1 Kanzerogenese

Die Kanzerogenese wird in drei Phasen unterteilt. Die erste Phase wird als Initiation bezeichnet.
Definiert ist diese als stabile Verdnderung des Erbguts. Diese Verdnderungen koénnen durch
physikalische, chemische und biologische Einflisse hervorgerufen werden. Charakterisiert werden
kann diese Phase durch die Modifikation der DNA und die Manifestierung des DNA-Schadens als
Mutation durch Replikation mit einer fehlerhaften Schadensreparatur in der Zellteilung. Erst durch
die Mutation kann Krebs verursacht werden, die DNA-Modifikation allein reicht hierfir nicht aus.
Dieser Prozess ist irreversibel und kann bereits durch eine einmalige Schadigung mit einem
Genotoxin verursacht werden. Die zweite Stufe ist die Promotion. Hier werden selektiv die initiierten
Zellen durch endogene oder exogene Stimuli zum Wachsen angeregt und/oder die Apoptoserate
herabgesetzt. In dieser Phase ist keine weitere DNA-Modifikation oder Mutation durch exogene
chemische Initiatoren notwendig. Hierdurch ist sie reversibel und eine mehrfache Behandlung der
Zellen ist notwendig um diesen Effekt hervorzurufen. Stimuli, welche eine Tumor-promovierende
Wirkung aufweisen, unterliegen aus diesem Grund einem Schwellenwert, welcher theoretisch bei der

Tumor-Initiation nicht festgelegt werden kann. Schwellenwerte fiir Tumor-Initiatoren werden derzeit
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jedoch intensiv diskutiert, da durch zellulare Abwehrmechanismen wie DNA-Reparatur und Apoptose
DNA-Schaden zum Teil sehr effizient repariert und mutierte Zellen eliminiert werden [62, 119, 120].
Im Allgemeinen rufen Tumor-Promotoren organspezifische Effekte hervor. Die dritte Phase wird als
Progression bezeichnet. Die wahrend der Promotion entstandenen benignen praneoplastischen
Lasionen werden hier zu benignen oder malignen Neoplasien. Verursacht wird dieser Prozess in der
Regel durch die weiteren, wahrend der Proliferation und DNA-Synthese in der praneoplastischen,
klonalen Zell-Population zusatzlich entstehenden Mutationen. Zu den Mutationen zdhlen auch
chromosomale Aberrationen und Translokationen. Dieses Stadium der Kanzerogenese ist irreversibel
und wird durch genotoxische Substanzen zusatzlich vorangetrieben. Charakteristisch sind die
Akkumulation von nicht zufalligen Chromosomen-Aberrationen und die karyotypische Instabilitat.

(87]
1.2 Mechanismen chemischer Kanzerogene

Fir die Entwicklung von Neoplasien sind Initiation und Promotion entscheidende Schritte. Beide
werden durch chemische Kanzerogene vermittelt. Die Klassifizierung der Genotoxine erfolgt hierbei
in die Kategorien nicht-genotoxische (oder epigenetische) und genotoxische (oder DNA-reaktive)

Kanzerogene. [87]

1.2.1 Nicht-genotoxische Kanzerogene

Die Wirkung der nicht-genotoxischen Kanzerogene basiert auf Mechanismen, welche nicht die
direkte Bindung, den DNA-Schaden oder die Interaktion der Substanz oder dessen Metaboliten mit
der DNA beinhalten [214]. Hierbei ist theoretisch davon auszugehen, dass ohne relevante zellulare
Effekte Tumore nicht auftreten und somit ein Schwellenwert fiir diese Substanzen existiert. Im
Gegensatz zu den DNA-reaktiven Substanzen kénnen die Effekte verursacht durch epigenetische
Kanzerogene, abhdngig vom Wirkmechanismus, Spezies-spezifisch sein. Die biochemischen
Mechanismen sind hierbei vielfaltig. Eine Ursache ist hier die Zytotoxizitdt einer Substanz
einhergehend mit einer regenerativen Hyperplasie [42]. Durch ein fortwahrendes Absterben der
Zellen wird das regenerative Wachstum geférdert. Dies erhoht die Wahrscheinlichkeit der
Entstehung von spontanen Mutationen und der Akkumulation von mutierten Zellen bis hin zur
Bildung von praneoplastischen Lasionen und der nachfolgenden Tumor-Entstehung. Ein Beispiel fur
die Spezies-, Geschlechts- und Gewebe-Spezifitdt der Effekte von epigenetischen Kanzerogenen ist
die Klasse der a,,-Globulin-bindenden Chemikalien. Diese binden an das Protein a,,-Globulin,
welches in der Pubertdt von mannlichen Ratten gebildet wird. Normalerweise werden ca. 50 % des
Proteins in den Glomeruli reabsorbiert und es kommt zur Hydrolyse zu Aminosauren im proximalen

Tubulus [129]. Chemikalien, die in der Lage sind das a,,-Globulin zu binden, fiihren zur Akkumulation

2
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in den Lysosomen. Dies hat den Funktionsverlust der Lysosomen und die anschlieBende
Ausschittung von Verdauungsenzymen zur Folge, was wiederum zur Nekrose fiihrt. Das verstarkte
Absterben der Zellen des Tubulus wir durch eine erhéhte Proliferation kompensiert und es kommt
zur Hyperplasie und bei dauerhaftem Stimulus zur Tumorentwicklung sowie malignen
Transformation [42]. Ein weiterer, nicht-genotoxischen Kanzerogenen zugrunde liegender
Mechanismus ist die rezeptorvermittelte Kanzerogenese. Angriffspunkte sind hier der constitutive
androstane receptor (CAR), der peroxisome proliferator activated receptor o (PPARa), der aryl
hydrocarbon receptor (AhR) und Hormon-Rezeptoren. Phenobarbital-like Kanzerogene sind in der
Lage indirekt den CAR zu aktivieren. Dies flihrt zu einer gesteigerten Transkription von Zielgenen
dieses Rezeptors und letztendlich zu einer gesteigerten Proliferation, der Inhibition von Apoptose,
Hypertrophie und der Bildung von pradneoplastischen Lasionen [90, 212]. Agonisten des PPARa
induzieren die Transkription von Zielgenen des Rezeptors und haben so eine gesteigerte Proliferation
und eine verminderte Apoptoserate zur Folge [124]. Durch die Aktivierung von CAR und des PPARa
kommt es weiterhin zur Bildung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) und oxidativem Stress [82,
88, 154]. ROS, welche nicht durch Antioxidantien abgefangen werden, kdnnen die DNA schadigen
und Einzel-und Doppelstrangbriiche, Modifikationen an Purin, Pyrimidin oder an der Desoxyribose
sowie DNA-crosslinks verursachen [39, 44, 207]. Auch die Zellproliferation und Apoptose kann durch
ROS induziert werden [22, 29, 178]. Des Weiteren sind Agonisten des AhR potentielle Tumor-
Promotoren. Hier wird die Transkription der Zielgene durch die Liganden vermittelt. Es konnte
gezeigt werden, dass AhR-knockout Mause eine verminderte Tumor-Induktion durch Liganden des
AhR aufweisen [137]. Hormonrezeptoren und Hormon-Gleichgewichte stellen einen weiteren

Angriffspunkt dar. Hier werden gewebespezifische Effekte hervorgerufen. [87]
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1.2.2 Genotoxische Kanzerogene

Die genotoxischen Kanzerogene werden in zwei Gruppen unterteilt. Die
Vertreter der ersten Gruppe werden als direkte oder aktivierungs-
unabhangige Kanzerogene bezeichnet. Fiir die Schadigung der DNA ist
hier keine metabolische Aktivierung notwendig. Gebildet wird diese
Gruppe von hoch reaktiven Elektrophilen, welche in der Lage sind mit
Nukleophilen zu interagieren. Die Potenz dieser Substanzen ist hierbei
von verschiedenen wie  Detoxifizierung,

abhangig Faktoren,

Konkurrenzreaktionen, der chemischen Stabilitdit, dem Transport
innerhalb der Zelle und der Membran-Permeabilitdt. Typischerweise ist
die Kanzerogenitat dieser Substanzen unabhangig von der Spezies und es
werden Tumore im exponierten Gewebe verursacht. Die zweite Gruppe
der genotoxischen Kanzerogene bilden die indirekt-wirkenden. Das
ultimative Kanzerogen wird hier erst durch metabolische Aktivierung der
Substanz gebildet. Aus diesem Grund werden sie auch als Pra-
Kanzerogene bezeichnet. Im Gegensatz zu direkten Kanzerogenen sind
die neoplastischen Effekte von indirekten Kanzerogenen erst am Ort der
metabolischen Aktivierung zu finden und nicht in den der Substanz
exponierten Organen. Der verursachte DNA-Schaden basiert sowohl bei
den indirekten als auch bei den direkten Kanzerogenen auf der
Ausbildung kovalenter Bindungen der Elektrophile mit den nukleophilen
Gruppen der DNA, wie freie Elektronenpaare von Schwefel, Sauerstoff

und Stickstoff. Hierbei ist das AusmaR der gebildeten Addukte abhéangig
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Abb. 1: Beispiele fur zelluldre
nukleophile Angriffsstellen;
modifiziert nach [87]

von der GroRRe des ultimativen Kanzerogens und der Struktur der DNA. Hierbei gilt, je starker das

Elektrophil ist, umso mehr nukleophile Stellen der DNA kénnen angegriffen werden. Schwache

Elektrophile sind hier nur in der Lage starke Nukleophile anzugreifen. Neben den DNA-Basen ist auch

das Phosphodiester-Riickgrat der DNA ein Angriffspunkt fiir Elektrophile. Die am weitesten

verbreiteten Angriffspunkte der DNA sind N7, N3 und O6 des Guanins sowie N3 und N1 des Adenins.

In Abbildung 1 sind Beispiele fiir zelluldre nukleophile Angriffsstellen gezeigt. [87]
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1.3 Mutagenese

Grundsatzlich wird in der Mutagenese zwischen Basenaustausch-Mutationen und frame-shift
Mutationen unterschieden. Basenaustausch-Mutationen kdnnen sowohl den Austausch zweier
Pyrimidin-Basen oder zweier Purin-Basen untereinander (Transition) als auch den Austausch von
Pyrimidin-Base gegen Purin-Base und umgekehrt bedeuten (Transversion). Hervorgerufen wird diese
Art von Mutationen durch DNA-Addukte oder Leerstellen in der DNA, welche im Zuge der DNA-
Reparatur auftreten. Wahrend der DNA-Replikation konnen diese Stellen zu Fehlern fiihren. Durch
die DNA-Polymerase wird hier bevorzugt Adenin eingebaut. Somit kommt es auf dem Tochter-Strang
anstelle von Cytosin-, Guanin- oder Thymin-Addukten zum Einbau von Adenin, was in einer
dauerhaften, irreparablen Veranderung der Basenfolge resultiert. Die zweite Form der Mutationen,
die frame-shift Mutationen, kann ebenfalls durch DNA-Addukte hervorgerufen werden. Hier werden
Basen eingefiigt (Insertion) oder Basen entfernt (Deletion) und so die Basen-Triplets, welche fir die
Aminosaduren codieren, verschoben. Einen GroRteil dieser Mutationen stellen Deletionen dar. Neben
DNA-Strangbriichen, die durch unvollstandige Basen-Exzisions-Reparatur (BER) wahrend der
Replikation verursacht werden, fiihrt auch die direkte Alkylierung des Phosphat-Riickgrates zu

Doppelstrangbriichen. [87]

1.4 Zellulare Stressantwort

Das zentrale Protein der zelluldren Stressantwort stellt der Tumor-Suppressor P53 dar. Aufgrund der
hohen Bedeutung in Bezug auf die Integritdit des Genoms wird dieses Protein auch als der
,Beschitzer des Genoms” [99] bezeichnet. In nahezu 50 % aller Tumore ist eine P53 Mutation,
verbunden mit dem Funktionsverlust, zu finden. Dieser Funktionsverlust spielt eine zentrale Rolle in
der Entwicklung von Krebs [72, 182, 205]. P53 als Transkriptionsfaktor ist in der Lage die Expression
von (ber 1000 Proteinen, direkt oder indirekt, zu beeinflussen [156]. Zu den Prozessen, die durch P53
beeinflusst werden, zahlen Zellzyklus-Kontrollpunkte, Zellzyklus-Arrest, Apoptose, DNA-Reparatur
und Seneszenz. Die Vielzahl der Prozesse sowie die Zell- und Stress-Typ Abhdngigkeit dieser Prozesse
legt nahe, dass posttranslationale Modifikationen des P53 das Schicksal der Zelle bestimmen. Dies
wiederum bedeutet, dass spezifische Modifikationen, die Aktivierung bestimmter Signalwege zur

Folge haben.
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1.4.1 Struktur des P53

Das Genprodukt des P53-Gens umfasst 393 Aminosduren (AS), welche sich in 3 Doménen unterteilen
lassen. Die N-terminale Domdne umfasst die AS Metl-Lys101 und interagiert mit regulatorischen
Proteinen und der Transkriptions-Maschinerie. Dieser Bereich lasst sich in zwei unabhangige
Domaédnen unterteilen, die Transaktivierungsdomanen (TAD) 1 und 2 [25]. Die TAD1 ist hierbei
notwendig fir die Transaktivierungs-Aktivitat und interagiert mit einer Vielzahl von
Transkriptionsfaktoren, Transaktivierungs-Faktoren und dem Murine Double Minute 2 homolog
(MDM2), welches essentiell fir die P53 Regulation ist. Die TAD2 (iberlappt zum groRten Teil mit der
Proline Rich Domain (PRD), welche wichtig fur die P53 Stabilitat, die Transaktivierungsfahigkeit und
die Induktion der transkriptionsunabhangigen Apoptose ist. Die PRD beinhaltet eine Vielzahl von
Bindungsstellen fiir verschieden Proteine. Die zentrale Domane von Thr102-Lys292 stellt die DNA-
Bindungsdomane dar. P53 bildet ein Tetramer aus und bindet in dieser Form an die DNA. Die
Ausbildung des Tetramers wird durch die C-terminale Domane des P53 vermittelt. Des Weiteren sind
in diesem Bereich auch nukledre Leit- und Export-Signal-Sequenzen zu finden. Das humane Genom
weilst Uber 10.000 vorhergesagte Bindungsstellen fir P53 mit hoher Affinitat und Gber 200.000 mit
schwacherer Affinitat auf [203]. [6]

1.4.2 P53 Modifikationen

P53 wird in der Zelle konstitutiv exprimiert. Liegt kein Stress-Stimulus vor, so erfolgt die
Ubiquitylierung und der Abbau durch das Proteasom. Wird die Zelle Stress ausgesetzt, so kommt es
zur posttranslationalen Modifikation des P53. Dies hat die Stabilisierung und die Akkumulation von
P53 im Zellkern zur Folge. Modifikationen beinhalten Phosphorylierungen, Methylierungen,
Acetylierungen, Ubiquitylierungen, Neddylierungen, Sumoylierung, Poly-ADP-Ribosylierung,
Nitrierung und Addition von N-Acetylglukosamin vornehmlich an Ser-, Thr- und Lys-Resten [6, 128,
219]. In Abbildung 2 sind die bekannten Modifikationsstellen des humanen P53 sowie interagierende
Proteine der jeweiligen Domanen und Kinasen dargestellt. Die Art des Stresses bestimmt hierbei
welche Kinasen die Modifikation durchfiihren und welche Modifikationsstellen angegriffen werden
[36, 196]. Das Modifikationsmuster bestimmt letztendlich die Promotor-Affinitat des P53 gegeniber

den Ziel-Gen-Promotoren [187].
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Human p53 Posttranslational Modifications
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Abb. 2: posttranslationale Modifikationsstellen des humanen P53, Kinasen und interagierende Proteine; modifiziert nach [6]

Im Folgenden werden die Modifikationsstellen detaillierter betrachtet, welche in der vorliegenden
Arbeit untersucht wurden. Hierzu zahlen die Phosphorylierungen an Ser 15, 33, 46, 392 und Thr 18
und 55 sowie die Acetylierung an Lys 382. Mit Ausnahme von Ser 392 und Lys 382 liegen alle
Modifikationsstellen in der N-terminalen Domane des P53. Die Phosphorylierung an Ser 15 ist eine
der initialen Modifikationen des P53 im Zuge der Stressantwort. Durch die Phosphorylierung wird die
Interaktion des P53 mit MDM2 und somit der Abbau durch das Proteasom unterbunden [172]. Die
Phosphorylierung an dieser Stelle kann hierbei durch eine Vielzahl von Kinasen erfolgen und sowohl
nach genotoxischem Stress als auch nicht-genotoxischem Stress auftreten. Zu diesen Kinasen zdhlen
beispielsweise ATM, ATR und die CDK5. Nach Induktion von DSBs durch ionisierende Strahlung,
Hydroxyharnstoff, Genistein und Wasserstoffperoxid erfolgt eine ATM-abhangige Phosphorylierung
an Ser 15 [7, 60]. Eine ATM unabhangige Phosphorylierung wurde fiir eine Vielzahl anderer
Stressoren, wie Hypoxie [92], Onkogen induzierte Seneszenz [50], replikative Seneszenz [211],
Stickstoffmonoxid [69] und UV-Strahlung [7] gezeigt. Auch die CDK5 ist in der Lage P53 an Ser 15 zu
phosphorylieren. Nach genotoxischem und oxidativem Stress fihrt die Phosphorylierung zu
Apoptose in neuronalen Zellen [104]. Die Phosphorylierung an Ser 33 fiihrt ebenfalls zu einer
Stabilisierung des P53 und unterstitzt die transkriptionelle Aktivitat in Bezug auf Zellzyklus-Arrest
und Apoptose. Die Stabilisierung erfolgt hierbei wie im Falle von Ser 15 durch die verminderte
Interaktion mit MDM2 [16]. Auch hier kann die Modifikation durch verschiedene Kinasen
7
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vorgenommen werden. Nach UV-Bestrahlung erfolgt die Phosphorylierung beispielsweise durch p38K
[21]. Auch nach einer Vielzahl von anderen Stressoren ist eine Phosphorylierung an Ser 33 gezeigt
worden. Sakaguchi et al. zeigten eine Phosphorylierung in vivo nach ionisierender- und UV-Strahlung
[162]. Eine weitere Modifikationsstelle in der N-terminalen Domane stellt Ser 46 dar. Diese
Phosphorylierung beeinflusst die Bindungsaffinitit von P53 am Promotor flir pro-apoptotische
Zielgene [142]. Die Apoptose-induzierende Wirkung dieser Modifikation erklart die fiir eine Vielzahl
von Stressoren gefundene Phosphorylierung. Saito et al. zeigten beispielsweise eine ATM abhangige
Phosphorylierung nach Schadigung durch ionisierende Strahlung [161]. ATM unabhangig induziert
beispielsweise Quercetin die Ser 46 Phosphorylierung [223]. Auch nach Schadigung durch Etoposid,
UV-Strahlung und Hypoxie findet eine Phosphorylierung an Ser 46 statt [30]. Neben Serin-Resten
werden auch Threonine modifiziert. Thr 18 dient hierbei wie auch Ser 15 und 33 der Stabilisierung
des P53 durch Inhibition der P53-MDM2 Interaktion [103, 163]. Thr 55 ist in nicht gestressten Zellen
konstitutiv phosphoryliert und wird nach DNA-Schaden durch die regulatorische Untereinheit B56y
des PP2A nach vorrausgegangener Phosphorylierung an Ser 15 dephosphoryliert [176]. Diese
konstitutive Phosphorylierung ist eine Signal fir die Lokalisation des P53 im Zytoplasma [23].
Andererseits wurde im Zuge der Stressantwort gezeigt, dass eine Phosphorylierung an Thr 55 nach
Doxorubicin-Behandlung fiir die Transaktivierung von P53 notwendig ist [224]. In der C-terminalen
Domidne des P53 sind weitere Modifikationsstellen zu finden. Ser 392 liegt in der
Tetramerisierungsdomane des P53 und ist sowohl verantwortlich fir die Regulation der
Oligomerisation [164] als auch fiir die Fahigkeit des P53 Sequenzspezifisch zu binden [64, 210].
Wasserstoffperoxid und UV-Strahlung fiihren Gber einen ATM unabhdngigen Weg zur Ser 392
Phosphorylierung [36]. Eine Schadigung durch ionisierende Strahlung hingegen hat keine
Phosphorylierung zur Folge [7]. Auch Etoposid und Genistein fiihren nicht zu einer Phosphorylierung
[43]. Acetylierungen des P53 koénnen abhangig von der Position durch Tip60 [189] oder p300/CBP
[113] vermittelt werden. An Lys 382 konnen unter anderem Acetylierung und Methylierung erfolgen.
Eine Mono-Methylierung flhrt hier zur Vermeidung der transkriptionellen Aktivierung des p21 und
PUMA Promotors [171]. Nach einem DNA-Schaden sinkt die Methylierung und die Acetylierung steigt
an. Dadurch wird die sequenzspezifische DNA-Bindung gesteigert [109, 117]. Die Deacetylierung ist
hierbei fir den MDM2 vermittelten Abbau von P53 notwendig [75]. [71]
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1.4.3 DNA-Reparatur

Um DNA-Schaden zu beheben, konnen Zellen auf verschiedene Reparatur-Mechanismen
zuriickgreifen. Diese sind in der Lage eine Vielzahl von Schaden zu reparieren, jedoch sind auch diese
Systeme nicht vollsténdig fehlerfrei. Die verbleibenden DNA-Schaden kénnen deshalb zu Mutationen
flihren. Fir die unterschiedlichen Arten an DNA-Schiaden stehen hierbei spezialisierte Reparatur-

Mechanismen zur Verfligung.

1.4.3.1 Exzisions-Reparatur

Oxidierte, alkylierte oder deaminierte Basen werden durch die Basenexzisionsreparatur (BER)
ausgetauscht. Hierbei kdnnen einzelne Basen (short patch) oder Basenabfolgen bis zu 20 Basen (long
patch) ausgetauscht werden. Spezifische DNA-Glykosylasen erkennen die geschadigten Basen und
schneiden diese heraus. An dieser Stelle wird im Folgenden ein Einzelstrangbruch durch eine
apurinische/apyrimidinische- (AP)-Endonuklease hervorgerufen. Komplementédr zur Base auf dem
intakten Strang fligt dann eine DNA-Polymerase die fehlenden Basen ein. Abschliefend verknipft
eine Ligase die DNA-Strange. [94] Um groBere DNA-Addukte zu entfernen kommt die
Nukleotidexzisionsreparatur (NER) zum Einsatz. Hier werden im Gegensatz zur BER 24-32 Nukleotide
entfernt. Die NER lasst sich aufgrund unterschiedlicher Schadenserkennung in zwei Subtypen
unterteilen: Global Genome Repair (GGR) und Transcription Coupled Repair (TCR). Die TCR greift bei
Schaden, die wahrend der Transkription von aktiven Genen auftreten. Die durch den DNA-Schaden
blockierte RNA-Polymerase wird durch Cockayne syndrome (CS) Typ A und TYP B entfernt, um die
DNA-Lasion fur die Reparatur angreifbar zu machen. Im Falle der GGR werden Schiaden behoben,
welche in transkriptionsinaktiven Bereichen zu finden sind. Die Schadenserkennung erfolgt hier
durch xeroderma pigmentosum, complementation group C (XPC). Die Reparatur des Schadens erfolgt
in beiden Fallen gleich. Zunachst wird der Bereich des DNA-Schadens durch die Helikasen xeroderma
pigmentosum Typ B (XPB) und xeroderma pigmentosum Typ D (XPD) flankiert und die DNA-Strénge
voneinander separiert. Im nachsten Schritt erfolgt das Schneiden der DNA, zundchst am 3‘ Ende
durch xeroderma pigmentosum Typ G (XPG) und dann am 5° Ende durch einen Komplex aus
xeroderma pigmentosum Typ F (XPF) und excision repair cross complementation group 1 (ERCC1). Die
Endonuklease-Aktivitdt wird hierbei durch das replication protein A (RPA) zum DNA-Schaden
gerichtet. Nach Entfernen der Nukleotidsequenz setzt die DNA-Synthese durch die Polymerase &
oder € ein. Aktiviert wird dieser Prozess durch den replication factor C (RFC) und dem proliferating
cell nuclear antigen (PCNA). Im letzten Schritt wird die DNA durch die Ligase | verbunden. [10]

Insgesamt sind 20-30 Proteine in diesen Prozess involviert [37].
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1.4.3.2 Mismatch-Reparatur

Basenfehlpaarungen entstehen hauptsachlich im Zuge der DNA-Replikation. Hier kommt es zu
Fehlern durch die DNA-Polymerase. Die integrierte Kontrollfunktion der Polymerase reicht hierbei
nicht aus, um alle Fehler zu korrigieren. Um spontane Mutationen durch diese Fehler zu reduzieren,
kommt die Mismatch-Reparatur (MMR) zum Einsatz. Hierbei handelt es sich um ein hoch-konserviert
DNA-Reparatursystem. Die Schadenserkennung wird tber die PCNA vermittelt. Diese ermoglicht in
Anwesenheit von MutLa die Schadenserkennung durch MutSa oder MutSB [149]. MutLa schneidet
im Folgenden den DNA-Strang in 3‘- und 5‘- Richtung ausgehend von der Basenfehlpaarung. Die
Exonuklease Exol schneidet diesen Teil der DNA in Anwesenheit von RPA aus und die DNA

Polymerase & synthetisiert den neuen Strang. Die Ligation erfolgt durch die Ligase I. [53]

1.4.3.3 Homologe Rekombination

a oA Schaden é} Im Falle von Doppelstrangbriichen (DSB) der DNA
stehen verschiedene Moglichkeiten der Reparatur zur
Doppelstrangbruch l . . - . .
— Verfligung. Eine Moglichkeit stellt die homologe
erd Resaktion l Rekombination (HR) dar. Diese ist aktiv wahrend der S-
— 3 —
_—3 - und G2-Phase des Zellzyklus [108] und ermdglicht die
‘n::“:v':;';‘:" Reparatur eines gebrochenen Chromatids durch die
fx_—\: Information auf dem intakten Schwester-Chromatid.
---------- >
Grundsatzlich stehen hier das synthesis dependant
b c s ween St7ANd annealing (SDSA) und der double-strand break
SDSA DSBR Endes ]
D-Loop Dissozlation l l i repair ~ (DSBR)  zur  Verfigung. Nach  der
Anlagerung Ligation
ey _j; """ +<|' Schadenserkennung durch ATM wird in beiden Fallen
ousrvs l A | e dernoiidayswuwren 41€ DNA nach dem DSB beschnitten um 3‘-Einzelstrang-
igation (griin) .
L Uberhdnge zu erhalten (Abb. 3, a). Diese werden fir
Noncrossover Noncrossover eine Homologie-Suche auf dem intakten, homologen

Chromosom verwendet. Ist der homologe Abschnitt

Crossover gefunden, werden die DNA-Stringe Uberlagert und es

Abb. 3: Schematische Darstellung der HR; modifiziert

nach [165] erfolgt die DNA-Synthese durch DNA-Polymerasen.
Wird der SDSA-Weg eingeschlagen, so wird der ssDNA-Strang mit dem komplementdaren ssDNA-
Strang zusammengeflgt und die Licke durch DNA-Synthese und Ligation geschlossen (Abb. 3, b).
Alternativ kann der in Abb. 3, c dargestellte DSBR-Weg verfolgt werden. Hierbei werden zwei
Holliday-Strukturen ausgebildet, welche den Austausch der DNA-Strange der beiden Chromosomen
ermoglichen. Die Ausbildung dieser Struktur wird begleitet durch die DNA-Synthese der fehlenden
Nukleotide und der Ligation. [165]
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1.4.3.4 Non-homologous end joining

Die zweite Variante fiir die Reparatur von DSBs ist das Non-homologous end joining (NEHJ). Diese ist
notwendig, wenn keine Informationen vom Schwester-Chromatid nutzbar sind, wie z.B. in der G1-
und GO-Phase des Zellzyklus [181]. Durch die fehlende Information ist diese Methode im Vergleich
zur HR fehleranfalliger. Dieses System weist, bedingt durch eine Vielzahl an unterschiedlichen
Substraten, eine breite mechanistische Flexibilitdt auf. Ungeachtet des Verlustes oder des
Hinzufliigens von Nukleotiden werden DNA-Strang-Enden zusammengefligt. Um den Verlust von
einer groBen Anzahl von Genen durch einen Chromosomenbruch zu verhindern, werden die durch
die NHEJ erzeugten Mutationen in Kauf genommen. Die Schadenserkennung erfolgt auch hier durch
ATM und die Ku Proteine Ku70 und Ku80. [108] Durch diese wird im Folgenden ein Protein Komplex
aus DNA-abhangiger Protein-Kinase (PKcs) und Artemis rekrutiert, welcher in der Zelle vorliegt [118]
und an den Ku-DNA-Komplex bindet [108]. Die Kinase Aktivitdt der DNA-PKcs wird durch die Bindung
aktiviert und es kommt zur Autophosphorylierung und zur Phosphorylierung von Artemis. Durch die
dadurch verursachte Konformationsanderung wird die Endonukleaseaktivitdat von Artemis ermoglicht
und ein Teil der Uberhidnge des Doppelstrangbruchs herausgeschnitten. Die nun entstandenen Enden
werden mit Hilfe der Polymerasen p und A aufgefillt [139] und durch einen Ligations-Komplex aus
XRCC4-like factor (XLF), X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells 4

(XRCC4) und der DNA Ligase IV miteinander verbunden [3, 19].

11
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1.4.4 Apoptose

Ein Schutzmechanismus um den Folgen von DNA-Schaden oder anderweitigem Stress der Zelle zu
entgehen, stellt die Apoptose dar. Nach Schadigung ist die Zelle, endogen oder von auRen durch
Zytokine stimuliert, in der Lage den programmierten Zelltod einzuleiten. Im Zuge dieses Prozesses
kommt es zur sukzessiven Degradierung des Zellinhalts ohne dabei benachbarte Zellen zu schadigen.
Die Initiation der Apoptose kann hierbei auf unterschiedliche Weise erfolgen. Man unterscheidet den
extrinsischen, den intrinsischen und den Uber das endoplasmatische Retikulum stressinduzierten
Weg. Im Falle des extrinsischen Wegs erfolgt die Initiation mittels Aktivierung von Rezeptoren der
TNF-Rezeptorfamilie (iber spezifische Liganden. Es kommt zur Rezeptor-Trimerisierung und
anschlielender Assoziation verschiedener Adapterproteine, die letzten Endes die Aktivierung von
proteolytischen Enzymen, in diesem Fall der Initiator-Caspase 8, bewirken. Durch die aktive Form der
Caspase 8 wird die nachgeschaltete Caspase-Kaskade aktiviert, der Zellinhalt degradiert, in Vesikel
verpackt und abgebaut. Die Initiation des intrinsischen Wegs wird Gber die Mitochondrien der Zelle
vermittelt. Hier kommt es durch die Integration von Porenproteinen der BCL-2 Familie in die
Mitochondrienmembran zur Freisetzung von Cytochrom ¢ und weiteren proapoptotischen
Signalmolekiilen. Uber die Ausbildung eines Proteinkomplexes wird die Initiator-Caspase 9 aktiviert
und analog zur Caspase 8 die Caspase-Kaskade aktiviert. Der extrinsische Weg ist Uber einen
Rickkopplungsmechanismus mit dem intrinsischen verbunden und kann diesen initiieren. Der lber
das endoplasmatische Retikulum induzierte Weg kann durch verschiedene Stressfaktoren induziert
werden, wie z. B. Glukosemangel oder Hypoxie. Hierbei werden der caspaseabhangige Weg und der

transkriptionelle Weg unterschieden. [68, 107, 185]
1.5 Invitro Genotoxizitats-Testung

Die Test-Strategien fiir die Genotoxizitdtstestung von Pharmazeutika sind in der Leitlinie der
International Conference on Harmonisation (ICH) S2 (R1) vorgegeben. Die Testbatterie besteht aus
einer Kombination aus in vitro und in vivo Tests. Diese stellt eine sensitive Detektion des
erbgutverdndernden Potentials neuer Substanzen sicher. Die Test-Systeme sind deshalb sehr sensitiv
aber teilweise sehr unspezifisch. Die Kombination von in vitro Tests in bakteriellen und Saugetier-Zell-
Modellen sind positiv fiir ungefahr neun von zehn Kanzerogene aber auch fiir neun von zehn nicht-
Kanzerogene [86]. Bedingt durch den Fokus auf eine hohe Sensitivitdt in der Entwicklung von
Genotoxizitats-Tests sind viele der Substanzen, welche positive Ergebnisse in den Test-Systemen
aufweisen, entweder keine Kanzerogene oder Kanzerogene mit einem nicht-genotoxischen
Wirkmechanismus [208]. Die Leistungsfahigkeit der verwendeten Testsysteme variiert hierbei sehr
stark. Der Ames-Test zeigt beispielsweise eine annehmbare Spezifitdit von 77 %, jedoch eine

schlechte Sensitivitdt von nur 60 % [86]. In vitro Testsysteme basierend auf Sduger-Zellen weisen eine
12
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hohere Sensitivitdt auf, haben jedoch eine schlechtere Spezifitdt (wie z. B. der Mikrokerntest mit
81 % Sensitivitat aber nur 54 % Spezifitdt [86]). Eine retrospektive Studie zu 838 auf dem Markt
befindlichen Pharmazeutika von Brambilla und Martelli (2009) zeigte, dass von 166 nicht-
Kanzerogenen bei 50 positive Ergebnisse in mindestens einem Genotoxizitats-Test vorliegen [17]. Fir
solche Substanzen muss entweder ein hoher Aufwand betrieben werden, um das potentielle,
relevante Risiko zu verifizieren oder aber diese potentiellen Wirkstoffe missen véllig zu Unrecht von
der weiteren Entwicklung ausgeschlossen werden. Die Entwicklung neuer, spezifischerer Test-

Systeme und deren Implementierung in bestehende Test-Strategien ist somit notwendig.

Eine weitere Schwierigkeit bei der Beurteilung der Relevanz von positiven Ergebnissen ist, dass die
Test-Systeme wenig Aufschluss (iber den, der Schadigung zugrunde liegenden, Wirkmechanismus
geben. Die Aufklarung des genotoxischen Wirkmechanismus ist jedoch fiir die Bewertung der
Relevanz dieser Befunde fiir die Anwendung am Menschen notwendig. Des Weiteren werden nicht-
genotoxische Kanzerogene in diesen Test-Systemen nicht adressiert. Positive oder unklare Befunde in
den in vitro Tests fihren deshalb haufig zu zusatzlichen, langwierigen und teuren in vivo Studien. Erst
auf der Basis der Ergebnisse aus diesen zusatzlichen Studien kann dann in den meisten Fallen eine

Abschatzung der fiir den Menschen relevanten Risiken erfolgen.

Die fur die in vitro Tests verwendeten Zellsysteme stellen hierbei ebenfalls eine Herausforderung dar.
Eine klare Angabe, welche Zellsysteme fiir die Testung eingesetzt werden sollen, ist in den Richtlinien
nicht enthalten. Somit sind die eingesetzten Zellsysteme stark unterschiedlich was Ursprung und
genetische Ausstattung betrifft. Einzig die Empfehlung des International Workshop on Genotoxicity
Testing (IWGT), P53 kompetente Zellen zu verwenden, liefert eine Orientierung. Unterschiedliche
Reaktionen der Zellsysteme und die Abhangigkeit der genotoxischen Potenz vom Zielorgan werden in

den Test-Strategien nicht bericksichtigt.

Verbesserte in vitro Methoden zur Aufklarung des Wirkmechanismus wiirden somit zur Optimierung
der Risikobewertung und Sicherheit von Substanzen beitragen. Der Ausschluss von potentiellen
Wirkstoffen in der Entwicklungsphase durch irreflihrende Ergebnisse aus in vitro Tests kdnnte
reduziert werden. Zusatzlich wiirden diese Verfahren das 3 R Prinzip, reduction, replacement and
refinement of animal testing unterstiitzen und unndtige in vivo Tests einsparen. Eine
vielversprechende Methode mit der versucht wird, die Erhebung mechanistischer Daten zur Wirkung
von Substanzen bei der in vitro Testung auf Genotoxizitat zu adressieren, stellt die Analyse mittels

Microarrays dar.
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1.6  Microarrays als Methode in der Genotoxizitdts-Testung

Die Technologie der Toxicogenomics stellt heute eine immer leistungsfahiger werdende Methode zur
Erhebung toxikologischer Daten dar. Auch im Bereich der Identifizierung von kanzerogenen
Substanzen spielt diese Methode eine immer grofRer werdende Rolle. Mit dieser Methode ist es
moglich eine sehr grolle Menge an Daten in kurzer Zeit zu generieren und so Informationen bezliglich
des Wirkmechanismus zu erhalten. Somit kdnnte diese Methode im Rahmen der Risikobewertung als
Teil eines weight of evidence approaches eine sinnvolle Erganzung sein [194]. Um die umfangreichen
Datenmengen zu nutzen, ist es hierbei unabdingbar, geeignete bioinformatische Methoden fir die
Auswertung zur Verfligung zu haben. Studien haben bisher gezeigt, dass es fiir ein bestimmtes Set an
Substanzen moglich ist, genotoxische und nicht-genotoxische Substanzen durch geeignete Cluster-
Methoden in HepG2 Zellen voneinander zu diskriminieren [200, 201]. Studien in TK6 Zellen haben
gezeigt, dass auf Basis von Signalweg- und GO-Analysen keine Diskriminierung zwischen
genotoxischen Wirkmechanismen unter den verwendeten Bedingungen mdglich ist [47, 57]. Es wird
empfohlen, die Differenzierung mit einem ausgewdhlten Gen-Set durchzufiihren, um
Wirkmechanismen zuordnen zu koénnen [47]. Die Auswahl solcher Klassifizierungsgene wurde
erfolgreich in einigen Studien gezeigt. In HepG2 Zellen, unter Verwendung von S9 Mix, war es
moglich ein Prokanzerogen anhand von 91 zuvor definierten Klassifizierungsgenen korrekt
einzuordnen [13]. Le Fevre et al. identifizierten 28 Gene, welche zur Diskriminierung zwischen direkt
und indirekt DNA-schadigenden Substanzen herangezogen werden kdnnen [101]. Dieser Ansatz
findet ebenfalls Anwendung in einer weiteren Studie mit TK6 Zellen. Hier wurden 65
Klassifizierungsgene identifiziert, welche die Trennung von genotoxischen und nicht-genotoxischen
Substanzen sowie eine Einordung von Substanzen aus einem Trainings-Set ermdoglichten [106]. Dass
die Anwendung dieses Gen-Sets fiir Substanzen, die eine metabolische Aktivierung erfordern durch
Verwendung des S9-Mix ebenfalls mdglich ist und eine korrekte Einstufung der verwendeten
Substanzen erfolgt, wurde in einer weiteren Studie gezeigt [20]. Magkoufopoulou et al. haben bei der
Diskriminierung von in vivo genotoxischen und in vivo nicht genotoxischen Substanzen mittels
Microarray-Studien eine Spezifitat und Sensitivitdt von 91 % erreicht [122]. In einer weiteren Studie
wurde die korrekte Einstufung von in vitro falsch positiven Substanzen [121] gezeigt. Doktorova et al.
erzielten in einem &dhnlichen Ansatz, mit Ausnahme von Pri-Kanzerogenen, eine gute Korrelation

zwischen in vitro und in vivo Gen-Expression [45].
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1.7 Substanzen

Fir die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden 10 verschiedene Testsubstanzen
verwendet. Sechs stellen Vertreter der genotoxischen Kanzerogene dar, zwei gehoren der Gruppe

der nicht-genotoxischen Kanzerogene an und zwei wirken nicht kanzerogen.

1.7.1  N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff

N-Methyl-N-Nitrosoharnstoff (MNU) zahlt zu den direkten Kanzerogenen. o
Ohne vorherige Aktivierung erfolgt eine Methylierung der DNA vorrangig am ~ )I\

N NH
06 des Guanin. Dies wurde sowohl in vitro [100] als auch in vivo [89] gezeigt. | z

Die Kanzerogenitat in vivo ist auf die durch die Methylierung entstehenden N‘“‘-tzo

Abb. 4: N-Methyl-N-Nitroso-

Transitions-Mutationen zurickzufiihren. Vornehmlich sind hier G:C->A:T harnstoff

Transitions-Mutationen zu finden [138].

1.7.2 7-12-Dimethylbenz(a)anthracen

7-12-Dimethylbenz(a)anthracen (DMBA) ist ein synthetischer,
polyzyklischer-aromatischer-Kohlenwasserstoff (PAK) und zahlt zu
den potentesten bekannten Kanzerogenen. Initial bindet DMBA an
den Arylhydrokarbon-Rezeptor, welcher als Transkriptionsfaktor die
Induktion der metabolisierenden Enzyme vermittelt [173]. Nach
metabolischer Aktivierung an der Bay-Region durch die Cytochrom-
Abb. 5: 7-12-Dimethylbenz(a)anthracen  P450 Monooxygenasen 1A1 und 1B1 (CYP1Al1, 1B1) sowie die
Epoxidhydrolase zum 7,12-Dimethylbenz(a)anthracen-3,4-dihydro-
diol-1,2-epoxid bindet dieses kovalent an Purin-Basen der DNA [188]. GroRRtenteils werden hier N7
Desoxy-Adenin und Desoxy-Guanin Addukte ausgebildet [151]. Diese DNA-Addukte sind im
Folgenden flir Mutationen wahrend der Replikation verantwortlich. Aufgrund der hohen Potenz wird
DMBA haufig verwendet, um Tumore in Testsystemen zu induzieren [51]. Neben der genotoxischen

Wirkung weist DMBA auch eine immunsuppressive Wirkung auf [54].

1.7.3 Benzo(a)pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxid

Aufgrund der eingeschrankten metabolischen Kompetenz der TK6

Zellen wurde hier der aktive Metabolit (+) anti-Benzo(a)pyren-7,8- OO o

dihydrodiol-9,10-epoxid (BPDE) und nicht die Muttersubstanz "‘
Benzo(a)pyren verwendet. Wie auch die Aktivierung des DMBA wird - OH
die Umsetzung zu BPDE durch CYP1Al, CYP1B1 und die OH

Abb. 6: (+) anti-Benzo(a)pyren-7,8-
Epoxidhydrolase katalysiert. Dieses bindet an die DNA und bildet dihydrodiol-9,10-epoxid
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vorrangig N2 Desoxy-Guanin Addukte [5], die hauptsachlich Gber die Nukleotid-Exzisions-Reparatur
entfernt werden [115]. Nicht reparierte Addukte fiihren in erster Linie zu G:C -> T:A Transversions-

Mutationen [222].

1.7.4 Etoposid

Etoposid ist ein halb synthetisches Glykosid-Derivat des, aus den
Wurzeln des amerikanischen Maiapfels (Podophyllum peltatum)
gewonnenen, Podophyllotoxins [132]. Es stellt einen Vertreter der
Topoisomerase |l Inhibitoren dar und zdhlt zu den wichtigsten
Zytostatika. Eingesetzt wird es gegen ein breites Spektrum an
Tumoren [202]. Die zytostatische Wirkung beruht auf der
Wechselwirkung mit der Topoisomerase Il. Diese spielt eine wichtige
Rolle in Bezug auf die DNA Topologie bei Replikation, Transkription,

Rekombination sowie Chromosomen Kondensation und Segregation

[209]. Wahrend dieser Prozesse werden durch das Enzym transiente
Abb. 7: Etoposid DNA-Doppelstrangbriiche erzeugt. Etoposid bildet einen Komplex
mit der Topoisomerase Il aus. Dieser verhindert die Re-Ligation der DNA-Doppelstrangbriiche [216].
Neben der klastogenen Wirkung zeigte Etoposid auch aneugene Effekte im in vivo Mikrokerntest in

Knochenmarkszellen der Maus [9].

1.7.5 Streptonigrin

Streptonigrin ist ein Amino-Chinon und zdhlt zur Gruppe der
~

o}

~
-
N

antibiotischen Zytostatika. Isoliert aus Streptomyces flocculus stellte

es aufgrund des breiten zytostatischen Spektrums eine interessante

Substanz fliir medizinische Anwendungen dar [206]. Die
°"  genotoxische Wirkung von Streptonigrin ist nicht auf einen
einzelnen Mechanismus begrindet, sondern ist auf die

Abb. 8: Streptonigrin Kombination von mehreren Mechanismen zurickzufthren [14].
Streptonigrin weist eine Vielzahl von Komplexbindungsstellen auf und bindet in Anwesenheit von
bestimmten Metall-lonen, wie beispielsweise Kupfer, Zink und Cadmium irreversibel an die DNA
[213]. Voraussetzung hierfir ist die Autooxidation zum Semichinon-Radikal bzw. Hydrochinon in
Anwesenheit von NADH. Diese wiederum reagieren mit molekularem Sauerstoff zu reaktiven
Sauerstoff-Spezies unter Regeneration des Chinons. Anwesende Metall-lonen katalysieren diese

Reaktion und Hydroxyl-Radikale werden als ultimative Quelle der durch Streptonigrin verursachten

DNA-Strangbriiche gebildet [38]. Diese Streptonigrin-Metall-DNA-Komplexe fiihren zu Einzel- und
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Doppelstrangbriichen der DNA. Ein zweiter Mechanismus ist die wie in Abschnitt 1.5.3 fir Etoposid
beschriebene Inhibition der Topoisomerase Il [221]. Neben diesen Effekten ist Streptonigrin in der
Lage direkt DNA-Addukte zu bilden [26]. Von Testoni et al. (1995) wurde in diesem Zusammenhang
postuliert, dass es durch diese stabilen Addukte zu Chromatid-Aberrationen und gesteigerten
Schwesterchromatidaustauschen durch die Beeintrachtigung der Replikation in der S-Phase kommt.

Der persistierende Redox-Zyklus sorgt hierbei fiir die stetige Neubildung von ROS [192].

1.7.6  Lamivudin

Lamivudin stellt einen Vertreter der Antimetabolite dar. Als nukleosidischer

NH
Reverse-Transkriptase-Inhibitor (NRTI) wird es im Rahmen der Behandlung des 2
Humanen Immundefizienz Virus (HIV) und des Hepatitis B Virus (HBV) verwendet. N |
Strukturell ist Lamivudin ein chemisches Analogon des Nukleosids Cytidin, welches ©O N
intrazellular in ein 5‘Triphosphat umgesetzt wird [157]. Dieses verdrangt
kompetitiv Cytidin und wird durch die Reverse Transkriptase in die, aus RNA \ 7
erstellte, DNA eingebaut. Aufgrund der fehlenden 3‘-Hydroxygruppe an der Ribose

HO

kann, nach Einbau des Analogons in die DNA, der Strang durch die Reverse
Abb. 9: Lamivudin

Trankriptase nicht mehr verlangert werden und es kommt zum Abbruch der

Synthese. Die genotoxische Wirkung in humanen Zellen basiert ebenfalls auf dem Einbau des

Analogons in die DNA. Die DNA-Synthese wahrend der Replikation wird durch den Einbau des

Analogons in die DNA durch verschiedene DNA-Polymerasen gehemmt [65]. Dies kann zu

klastogenen Effekten [116] und einer Erh6hung der Mutationsrate [27] fihren.

1.7.7 Paclitaxel

Paclitaxel ist ein Taxan der Gruppe der Mitosespindel-
Inhibitoren. Urspriinglich wurde dieses aus der Pazifischen

Eibe (Taxus brevifolia) gewonnen. Aufgrund der begrenzten

Bestdnde und aufwandigen Gewinnung sowie der
:b schwierigen Vollsynthese ist heute die Teil-Bio-Synthese aus
Abb. 10: Paclitaxel genetisch veranderten Escherichia Coli [4] und Hefen [114] in

den Vordergrund gerickt. Die genotoxische Wirkung des
Paclitaxels beruht auf der Interaktion mit dem Zytoskelett. Es bindet an die R-Untereinheit des
Tubulins [152] und hat so eine Stabilisierung der Mikrotubuli zur Folge [170]. Dies bewirkt eine
Inhibition des Mikrotubuli-Abbaus und hemmt die Chromosomenverteilung, was die Progression der

Zellteilung verhindert und genomische Instabilitat zur Folge hat.
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1.7.8 Phenobarbital

Phenobarbital zahlt zur Gruppe der Barbiturate und wirkt antikonvulsiv,
hypnotisch sowie sedierend. Die Wirkung basiert auf der Bindung am
y-Aminobuttersdure-Rezeptor A (GABA,), einem ligandenaktivierten lonenkanal,
welcher einer der wichtigsten inhibitorischen Rezeptoren in Gehirn und © °
Riickenmark darstellt. Die inhibitorische Wirkung wird gleichzeitig durch die HNYNH

Hemmung aktivierender AMPA-Rezeptoren (engl. a-amino-3-hydroxy-5-methyl- 0

Abb. 11:

4-isoxazolepropionic acid) verstarkt [81]. In Nager-Studien zeigte sich eine Dhonobarbital

Tumor-promovierende Wirkung in der Leber [93, 193]. Die Relevanz diese

Effekte fir den Menschen bleibt jedoch ungeklart [15]. Epidemiologische Studien konnten bisher
aufgrund begrenzter Datensatze nicht zur Losung der Fragestellung beitragen. Ein Risiko flr den
Menschen konnte auf Basis der vorhanden Daten bislang nicht nachgewiesen werden [96]. Dennoch
bleiben aufgrund der indirekten Aktivierung des constitutive androstane receptor (CAR), welcher
einen Einfluss auf Zell-Wachstum und Metabolismus in der Leber aufweist, Bedenken bestehen [136].
Die Tumor-promovierende Wirkung wird in diesem Zusammenhang kontrovers diskutiert. Einerseits
traten am humansierten hCAR Maus-Modell Hepatomegalien und Lebertumore auf [73] andererseits
konnten nur die Hypertrophien aber nicht die Hyperplasien durch weitere Studien bestatigt werden
[159]. Auch die Suppression der Apoptose in Nagern [66] ist im Hinblick auf die Tumor-
promovierende Wirkung zu beachten. Des Weiteren werden durch Phenobarbital indirekt reaktive

Sauerstoffspezies tiber einen CYP-Enzym anhdngigen Mechanismus erzeugt [88, 155]

1.7.9 Phorbol-12-Myristat-13-Acetat

Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA) zdhlt zur Gruppe

(o]
o
AN O)K der Phorbolester und ist bekannt fiir seine Tumor-

H I promovierende Wirkung. Diese wird vermittelt durch die

Aktivierung der Protein Kinase C (PKC), da PMA ein

Strukturanalogon des endogenen Aktivators
Abb. 12: Phorbol-12-Myristat-13-Acetat Diacylglycerins darstellt [28]. Eine Aktivierung der PKC hat

unter anderem eine gesteigerte Zellproliferation zur Folge [58].
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1.7.10 Chloroquin

Chloroquin ist ein synthethisches Enantiomeren-Gemisch, welches (
unter anderem zur Prophylaxe und Therapie von Malaria eingesetzt HNJ\/\/N\/

wird. Durch die Behandlung kénnen unter Anderem Retinopathie, 240

\

Schlafstorungen und neuropsychatrische Symptome auftreten. Eine e
genotoxische Wirkung ist im Hochdosis-Bereich durch die Entstehung Abb. 13: (5)-Chloroquin

von reaktiven Sauerstoffspezies beschrieben [49].

1.7.11 Nikotin

Nikotin zahlt zur Gruppe der Alkaloide, welche in Nachtschattengewéachsen
. \  vorkommen. Es ist in der Lage an den nikotinergen Acetylcholin Rezeptor zu

7 Y
| | binden und diesen zu aktivieren [123]. Hierdurch kommt es zur Auspragung

N

N einer Vielzahl von psychoaktiven und adversen Effekten. Bedingt durch die

Abb. 14: (-)-Nikotin
Freisetzung von Acetylcholin, Dopamin, Adrenalin, Noradrenalin, Vasopressin
und Serotonin [150] flihrt Nikotin unter Anderem zu einer gesteigerten Konzentrationsfahigkeit [160]

und erhoéht die Sensitivitat des Belohnungszentrums [84].
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1.8 Fragestellung

Die im Abschnitt 1.5 beschriebenen Probleme, welche haufig bei positiven Befunden in in vitro
Genotoxizitatstests in Sdugerzellen fir die Risikobewertung von Substanzen auftreten, werden in
dieser Arbeit adressiert. Mit den durchgefiihrten Untersuchungen sollen mechanistische Daten fir
die Unterschiede in den Wirkmechanismen der Substanzklassen erhoben werden und Unterschiede
identifiziert werden, die eine Vorhersage der Klassenzuordnung neuer Substanzen ermdglicht. Weiter
sollen die potentiellen Unterschiede in den verwendeten Zellsystemen identifiziert und die Frage
geklart werden, ob eine positive oder negative Genotoxizitatstestung auch vom Zellsystem und
eventuell der Organherkunft der Zellkulturen abhangig sein konnte. Das Ziel ist es, Biomarker zu
identifizieren, die zur Verbesserung der Bewertung der Relevanz von positiven in vitro Saugerzelltests
beitragen konnen. Dabei sollten sie eine hdhere Spezifitdt bei gleicher oder héherer Sensitivitat
aufweisen und damit dazu beitragen unnotige zusatzliche Tierversuche zu vermeiden. Damit wiirden
zusatzlich wertvolle Daten flir den weight of evidence approach bei der Sicherheitsbewertung von

Arzneimitteln zur Verfligung gestellt.
Im Einzelnen sollten folgende Fragestellungen untersucht werden:

1. Sind die Zellsysteme in gleicher Weise fiir die Testung auf Genotoxizitit geeignet?

2. Welche Unterschiede bestehen zwischen den Zellsystemen?

3. Welche Unterschiede bestehen zwischen den Substanzen und Substanzklassen?

4. Bestehen Unterschiede entsprechend der verschiedenen Mechanismen?

5. Ist es moglich, den Wirkmechanismus auf Basis einer Kombination aus den verschiedenen

verwendeten in vitro Test-Systeme fiir unbekannte Substanzen vorherzusagen?

Diese Fragestellungen wurden wie folgt adressiert:

Untersucht wurden die durch die 10 Test-Substanzen verursachten DNA-Schiaden (COMET-Assay,
Mikrokern-Test), die genomweite Genexpression (Microarray-Analysen, qRT-PCR), die P53-
Phosphorylierung (ELISA), zentrale Proteine der Stressantwort (SDS-PAGE und Western Blot), sowie
die Endpunkte Apoptose und Zell-Zyklus-Veranderungen (Durchflusszytometrie) in drei Zellsystemen

aus Blut (TK6), Leber (HepG2) und ZNS (SH-SY5Y).
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2 Material & Methoden
2.1 Verwendete Chemikalien & Materialien

Die fiir die Durchfiihrung der Versuche verwendeten Chemikalien und Verbrauchsmaterialien sowie

die Pufferzusammensetzungen sind im Anhang aufgelistet.

2.2 Zellkultur
2.2.1 Zell-Linien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgten Untersuchungen an drei humanen Zell-Linien. Als
Modelle fiir die Leber, Blut und das zentrale Nervensystem (ZNS) wurden die Versuche an HepG2,
TK6 und SH-SY5Y Zellen vorgenommen. Die HepG2 und SH-SY5Y Zellen bilden adharente Monolayer

aus, wahrend TK6 Zellen als Suspensionskultur vorliegen.

2.2.2 Maedien

*  HepG2/TK6: RPMI 1640 Medium (Biowest, FR), 10 % (v/v) FCS (Biowest, FR), 100 U/ml (v/v)
Penicillin/Streptomycin (Biowest, FR), 2 mM Glutamin (Biowest, FR)
= SH-SY5Y: DMEM high glucose Medium (Biowest, FR), 10 % (v/v) FCS, 100 U/ml (v/v)

Penicillin/Streptomycin, 2 mM Glutamin

2.2.3  Kultivierung und Subkultivierung

Die unter Stickstoff kryokonservierten Zellsuspensionen wurden im Wasserbad bei 37 °C erwarmt
und zunédchst in einer 75 cm? Zellkulturflasche (TPP, SUI) kultiviert. Ein Mediumwechsel erfolgte
nachdem die Zellen am Flaschenboden angewachsen waren (ca. 12 h). Die nachfolgende Kultivierung
der drei Zell-Linien erfolgte in 75 cm” Zellkulturflaschen mit 25 ml Vollmedium unter Standard-
kulturbedingungen im Inkubator (Hera cell 240, Thermo Scientific, USA) bei 37 °C und 5 % CO,. Um
eine optimale Na&hrstoffversorgung zu gewadhrleisten, wurde nach zwei bis drei Tagen ein
Mediumwechsel durchgefihrt. Nach Erreichen einer Konfluenz von etwa 80 %, wurde das Medium
abgenommen und die Zellen mit einer Phosphat gepufferten Salzlésung (PBS, engl. Phosphate
Bufferd Saline) gewaschen. Durch Zugabe von 2 ml Trypsin/Ethylendiamin-tetraacetat (EDTA) und
anschlieRender Inkubation im Inkubator wurden die Zellen vom Boden der Zellkulturflasche abgel6st.
Durch 8 ml Vollmedium wurde dieser Vorgang gestoppt, die Zellen mit einer 10 ml Vollpipette vom
Boden abgespiilt und vereinzelt. 0,5 bis 3 ml der resultierenden Zellsuspension wurden zur
Subkultivierung in eine neue Zellkulturflasche gegeben und erneut auf 25 ml mit entsprechendem

Vollmedium aufgefiillt.
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2.2.4  Zellzahlbestimmung und Aussaat

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe des 22 Coulter” Cell and Size Analyzer (Beckman
Coulter, US) nach Angaben des Herstellers. In Tabelle 1 sind die Aussaaten und Versuchsformate
dargestellt. Die adharenten Zellen HepG2 und SH-SY5Y wurden fir die Versuche am Vortag ausgesaht

um ein Anwachsen lGber Nacht zu ermdoglichen.

Tab. 1: Versuchsformate und Zellausaaten fiir die durchgefiihrten Versuche

XTT COMET-Assay

Zellen Format Zellzahl4 h  Zellzahl24 h Format Zellzahl 1 h

TK6 96-Well 50.000 50.000 T25 4*10°

HepG2 96-Well 25.000 25.000 6-Well 4*10°

SH-SY5Y 96-Well 70.000 70.000 6-Well 5*10°

RNA Mikrokerntest

Zellen Format Zellzahl4 h  Zellzahl24 h Format Zellzahl 1 h

TK6 6 cm Schale 80 % Konfluenz T25 2,5%10°

HepG2 6 cm Schale 80 % Konfluenz T25 1*10°

SH-SY5Y 6 cm Schale 80 % Konfluenz T25 -

Proteine Zellzyklus

Zellen Format Zellzahl4 h  Zellzahl24 h Format Zellzahl 4 h Zellzahl 24 h
TK6 T75 80 % Konfluenz T25 1,6%10° 6*10°
HepG2  T75 80 % Konfluenz 2x6-Well 9*10° 5,1*¥10°
SH-SY5Y T75 80 % Konfluenz 2x6-Well 9*10° 5,1*10°

2.3 Behandlung der Zellen

Die Behandlung der Zellen erfolgte durch Zugabe der Substanzen zum Medium fir 4 h und 24 h bzw.
1h fir den COMET-Assay sowie den Mikrokern-Test. Als Losungsmittelkontrolle diente

Dimethylsulfoxid (DMSO) bzw. im Falle von Nikotin und Chloroquin Wasser.

22



2 Material & Methoden

2.4 Einzelzellelektrophorese

Die Einzelzellelektrophorese (SCGE; engl. Single cell gelelektrophoresis; auch COMET-Assay) stellt ein
Verfahren zur Detektion von DNA Schiden dar. Erstmals beschrieben durch Ostling und Johansson
[147] und nach weiterer Modifizierung durch Singh et al. [177] werden heute die neutrale und die
alkalische Variante unterschieden. Bei diesem Verfahren werden Zellen in eine low-melting-point
Agarose eingebettet, die Zellen lysiert und die DNA durch ein elektrisches Feld aufgetrennt. Je starker
die DNA fragmentiert ist, desto weiter wandern die DNA-Fragmente im
elektrischen Feld. Die hier durchgefiihrte alkalische Variante ist durch
die Denaturierung der DNA-Strange in der Lage sowohl Einzel- als auch
Doppelstrang-Briiche der DNA zu detektieren. Die Abbildung 15 [148]
zeigt beispielhaft eine geschadigte Zelle. Die Auswertung erfolgte mit

Hilfe der Software COMET IV (Perceptive Intsruments, UK). Fir die

Quantifizierung des DNA-Schadens wurde in dieser Arbeit das Olive Tail

Abb. 15: Fluoreszenzoptisches Moment verwendet. Dieses setzt sich aus dem Produkt der
Bild einer mit einer DNA-
Fragmentierenden Substanz Schweiflange und der Schweifintensitdt zusammen und bezieht somit

behandelten Zelle nach

Einzellzellelektrophorese [148] die kleinesten Fragmente, sowie Anzahl der DNA Fragmente mit ein.

Die Zellen wurden hierfiir nach der Substanz-Behandlung mit PBS gewaschen und mit Trypsin
abgelost. Die Reaktion wurde mit Voll-Medium abgestoppt und die Zellen bei 1000 rpm fiir 5 Min.
abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde anschlieRend in 100-200 pl Medium (abhéngig von der Zellzahl)
resuspendiert und 60 pl mit 140 ul zuvor erwarmter, 0,8 %iger GTG-Agarose (FMC Bioproducts, USA)
vermischt. 50 ul dieser Suspension wurden im Folgenden auf eine mit 1,5 %iger HGT-Agarose (FMC
Bioproducts, USA) beschichteten Objekttrager gegeben und mit einem Deckglas abgedeckt. Nach
Abkiihlen wurde das Deckglas entfernt und in einer Kivette fir 1 h im Dunkeln bei 4 °C im Lyse-
Puffer inkubiert. Das Rack wurde mit Alkali-Puffer abgespiilt, die Objekttrager in eine mit Alkali-
Puffer geflllte Elektrophoresekammer Gberfiihrt und fiir 20 Min. equilibriert. Die folgende
Elektrophorese wurde mit einer Stromstdrke von 300 mA fir 30 Min. durchgefiihrt. Im Anschluss
wurden die Objekttrager in eine mit auf 4 °C gekiihltem Neutral-Puffer gefiillte Kiivette Gberfiihrt
und fir 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Die Objekttrager wurden zum Schluss in absoluten
Ethanol getaucht und lber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet. Am Folgetag wurden 25 ul
Ethidiumbromid-Lésung (20 ug/ml in PBS) auf den Objekttréger gegeben und mit einem Deckglas
abgedeckt. Die Proben wurden anschlieBend am Fluoreszenzmikroskop (Zeiss, GER) ausgewertet.

Einbezogen wurden hier jeweils 50 Einzelzellen.
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2.5 Mikrokern-Test

Der Mikrokern-Test dient der Erfassung von DNA-Schaden, verursacht durch aneugene und
klastogene Substanzen. Im Zuge der Zellteilung werden Chromosomen oder Chromosomen-
bruchstiicke mit einer eigenen Kernmembran umhillt und liegen neben dem Zellkern in der
Tochterzelle nach Zellteilung vor. In der vorliegenden Arbeit wurden die Mikrokerne mittels
Durchflusszytometrie erfasst (2.1.9). Verwendet wurde das in vitro micronucelus MicroFlow® Kit

(Litron Laboratories, UK). Die Durchfiihrung der Versuche erfolgte nach Angaben des Herstellers.

Zellen in 15 ml Falcons lberfiihren

5 Min bei 1000 rpm zentrifugieren

Uberstand abnehmen (3 ml PBS zugeben und erneut zentrifugieren)

Proben 20 Min auf Eis

300 ul Nucleic Acid Dye A working solution zugeben

Proben auf Eis unter Lampe stellen (5 cm Abstand zwischen Tube und Lampe)

30 Min bestrahlen (nach Bestrahlung mit moglichst wenig Lichtexposition fortfahren!)
3 ml kalte 1 x Buffer Solution zugeben, vorsichtig resuspendieren

W oo N R WNPRE

5 Min bei 1000 rpm zentrifugieren, Uberstand abnehmen

[EY
o

. 500 ul Complete Lysis Solution 1 zugeben und sofort nach Zugabe vorsichtig 5 s vortexen

[y
[N

. Inkubation fiir 1 h bei Raumtemperatur im dunkeln

=
N

. 500 ul Complete Lysis Solution 2 zugeben und sofort nach Zugabe vorsichtig 5 s vortexen

I
w

. Inkubation fiir 30 Min bei Raumtemperatur im dunkeln

=
o

. Proben bis zur Messung lichtgeschiitzt aufbewahren (Proben bei Raumtemperatur 24 h, bei -
20 °C bis zu 72 h lagerfahig)

Abbildung 16 [111] zeigt das Funktionsprinzip des

Healthy Micronucleated Necrotic Apoptotic

Testsystems. Nach Behandlung fiir 1 h und anschlieRen-
der Kultivierung (TK6 24 h, HepG2 47 h) lagen im

Versuch intakte Zellen, mit und ohne Mikrokerne, isenifesoea

Dying Cells

apoptotische und nekrotische Zellen vor. Durch die __ i Dead and Dying Gells

Zugabe eines Fluoreszensfarbstoffes wurden aus- ek

and Micronuclei

schlieBlich nekrotische und apoptotische Zellen ange- Double Positives are Gated Out

. . L. . . Abb. 16: Funktionsprinzip des in vitro micronucleus
farbt, da dieser die intakte Zellmembran nicht passieren i oriow® kit (Litron Laboratories. UK). 11111

kann. Im Anschluss wurde die Membran lysiert, so dass nur noch Zellkerne, Mikrokerne und
apoptotische Korperchen verblieben. In einem zweiten Schritt wird ein weiterer Fluoreszenzfarbstoff
zugesetzt. Neben den intakten Zellkernen und Mikrokernen wurden auch apoptotische und
nekrotische Koérperchen durch diesen Farbstoff angefarbt. Diese lagen dann doppelt markiert vor.
Durch die getrennte Detektion dieser Farbstoffe im Durchflusszytometer wurde eine Diskriminierung
zwischen Mikrokernen/Zellkernen und apoptotischen/nekrotischen Zellen méglich. Uber die GroéRe

wurde eine Unterscheidung zwischen Zellkern und Mikrokern getroffen.
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2.6 Zytotoxizitatstest

Um die Zytotoxizitat einer Substanz zu ermitteln steht eine Vielzahl von Testsystemen zur Verfligung.
In der vorliegenden Arbeit wurde der XTT (2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-
5-carboxanilid) Assay (ATCC, UK) verwendet. Mit Hilfe dieser Methode lasst sich die Viabilitat der
Zellen iber die Umsetzung des Tetrazolium Salzes XTT zu einem Formazan-Farbstoff bestimmen. Der
orange-gelbe Farbstoff wird nach der Umsetzung photometrisch vermessen und ist proportional zur
Zellzahl [168]. Das Funktionsprinzip ist in Abbildung 17 dargestellt. Katalysiert durch die
mitochondriale Dehydrogenase bilden lebende, metabolisch aktive Zellen im Zitratzyklus NADH,
welches in der Atmungskette zu NAD" reduziert wird. Bei dieser Reaktion werden Elektronen frei,
welche Uber transmembranen Elektonentransport mittels Oxidoreduktasen auf Phenazinmethosulfat
(PMS) (ibertragen werden. Dieses wiederum reduziert das XTT zum Formazan-Farbstoff. Die
Methode spiegelt somit den NADH-Status der Zelle wieder, welcher groRtenteils aus dem Zitratzyklus
in den Mitochondrien stammt [12]. Die Durchfiihrung erfolgte nach Anleitung des Herstellers mit
einer vorrausgegangenen Optimierung der Inkubationszeit. Diese ergab eine optimale
Inkubatiosdauer im Falle der HepG2 Zellen von 4 h und fiir die TK6 und SH-SY5Y Zellen von 5 h. Die

eingesetzten Zellzahlen sind in Abschnitt 2.1.1.3 aufgefihrt.

Nach Behandlung der Zellen Platte 5 Min. bei 1000 rpm zentrifugieren

Medium vorsichtig absaugen und 100 pl frisches Medium zugeben

50 pl/Well XTT Reagenz zugeben (100 pl Acticvation Reagent auf 5 ml XTT Reagent)
Im Inkubator fiir 4 h (HepG2) bzw. 5 h (TK6) inkubieren

A A

Im Microplate Reader (Dynex MRXe, Dynex Technologies, USA) bei 450 — 500 nm messen

XT

vﬁ
&Y

i ox
PM
‘ PMS™®
Plasma Membrane 4
C Q

T
Electron Carrier

8

+

NAD

Mitochondria

TCA
Cyce )/

Abb. 17: Funktionsprinzip des XTT-Assay Kits (ATCC, UK), [8]
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2.7 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Um eine gRT-PCR auf RNA-Ebene durchzufiihren, ist es notwendig, die isolierte Gesamt-RNA
zundchst in copy DNA (cDNA) umzuschreiben. Dies wird (iber eine virale Reverse Transkriptase
bewerkstelligt. Hierbei wird zunachst tber die RNA abhdngige DNA-Polymerase ein RNA-DNA-
Hybridstrang synthetisiert. Im Zuge der nachfolgenden Polymerase Ketten Reaktion (PCR, engl.
Polymerase Chain Reaction, 2.1.7) wird der RNA-Strang (iber eine RNase abgebaut und der DNA
Doppelstrang tiber eine DNA-abhangige DNA-Polymerase vervollstéandigt. Die Synthese erfolgte mit
Hilfe der Moloney-Murine-Leukemia-Virus (M-MuLV) Reversen Transkriptase (Applied Biosystems,
USA) nach Vogel et. al [204]. Die M-MuLV weist hierbei nur eine geringe RNase Aktivitdt auf, so dass

im Vergleich zu anderen haufig verwendeten Enzymen, nur wenig RNA hydrolysiert wird [167].

Die Isolierung sowie die Aufreinigung der Gesamt-RNA erfolgten mit Hilfe des RNeasy® Kit (Qiagen,
NLD) Uber eine Sdulenaffinitatschromatographie nach Anleitung des Herstellers. Zusatzlich wurde ein

DNase I-Verdau (Qiagen, NLD) durchgefiihrt, um mogliche DNA Kontaminationen auszuschliefRen.

1. Medium absaugen und Zellen mit PBS waschen

2. 600 pl RLT Buffer zugeben und Zellen lysieren

3. Lysat auf eine QlAshredder Saule geben und 2 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

4. 600 ul 70 % Ethanol zum Durchfluss geben und mit Pipette mischen

5. Durchfluss auf RNeasy Saule geben, 15 s bei 10.000 rpm zentrifugieren, Durchfluss verwerfen

6. 700 pl RW1 Puffer auf die Saule geben, 15 s bei 10.000 rpm zentrifugieren, Durchfluss
verwerfen

7. 500 pl RPE Puffer auf die Sdule geben, 15 s bei 10.000 rpm zentrifugieren, Durchfluss
verwerfen

8. 500 pl RPE Puffer auf die Saule geben, 15 s bei 10.000 rpm zentrifugieren, Durchfluss
verwerfen

9. 1 Min. bei 13.000 rpm trocken zentrifugieren

10. 50 pl RNase freies Wasser direkt auf die Saulen-Membran geben

11. 1 Min. bei 10.000 rpm zentrifugieren

Die Quantifizierung erfolgte photometrisch mit einem NanoDrop (Thermo Fisher Scientific Inc., USA).
Die aufgereinigte RNA wurde im Folgenden fiir die Microarray-Hybridisierung und die gRT-PCR
verwendet. Die fur die gRT-PCR notwendige cDNA- Synthese erfolgte im Thermocycler (T gradient,

Biometra, GER) flir 60 Min. bei 42 °C. In Tabelle 2 sind die Probenansétze fir die Synthese aufgefiihrt.
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Tab. 2: Zusammensetzung der Proben fiir die cDNA-Synthese im Thermocycler fiir eine Stunde bei 42 °C

Komponente Hersteller Volumen [pl]
Wasser Qiagen 2

10 x Puffer Applied Biosystems 1,5

MgCl, (25 mM) Applied Biosystems 1,1

DTT (100 mM) Life Technologies 1,5

dNTP's (2,5 mM) Applied Biosystems 1,5

Rnasin (20 u/ul) Applied Biosystems 0,6
Oligo-dT-Primer Applied Biosystems 0,3

MulLV (50 u/pl) Applied Biosystems 1,5
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2.8 Microarray

Die Microarray Technologie ist ein Verfahren zur parallelen Analyse einer Vielzahl von
Einzelnachweisen mit dem Einsatz geringer Probenmengen. Grundsatzlich stehen im Falle der
Genexpressions-Analyse zwei Moglichkeiten zur Verfliigung. Zum einen kann der Expressionsstatus
von Einzelproben betrachtet werden oder aber die Zustandsianderung, zum Beispiel vor und nach
Behandlung, von zwei Proben parallel (dual color System) untersucht werden. Des Weiteren kénnen
sowohl ausgewahlte Gene detektiert als auch genomweite Analysen durchgefiihrt werden. In der
vorliegenden Arbeit wurde dieses Verfahren verwendet um genomweite Genexpressions-Analysen
von Einzelproben durchzufiihren. Verglichen wurden die Expression ohne Behandlung mit der
Expression nach Behandlung. Hierzu wird die gesamte mRNA aus den Zellen isoliert (Abschnitt 2.1.5)

und auf den Microarray-Chips hybridisiert und analysiert.

mRNA aus Zellen| —— cDNA-Synthese | —= cRNA-Synthese und Amplifikation

——= | cRNA-Aufreinigung | ——= | Hybridisierung | ——= | waschen

1 Scannen E— Uberprijfung ——> | Auswertung

Abb. 18: Arbeitsablauf einer Microarray-Analyse

In Abbildung 18 ist der prinzipielle Arbeitsablauf dargestellt. Die

5 AAAA 3

Durchfiihrung erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Nach der LT

Oligo dT-Promoter Primer

5' AAAA |Anti-sense, .‘,? 3
Fromater |14

MMLV-RT

Isolierung und Aufreinigung der mRNA wurde diese zundchst durch eine
reverse Transkriptase (AffinityScript) mit Hilfe eines Oligo-dT Primers in
cDNA umgeschrieben. Diese wiederum wurde mit Hilfe einer RNA
Polymerase (T7) in cRNA umgeschrieben. Hierbei wurden neben Ot e
Nukleotid-triphosphaten (NTP’s) ein mit Cyanin-Farbstoff (Cy5) 17 #APomess

phosp ( ) Y (Cy5) E 3

markiertes Cytosintriphosphat zugegeben und in die cRNA eingebaut. ¢ @ Cr~ceww—[F v

\ [Anti-sense| .
Der doppelstrangige Hybridstrang aus cRNA und cDNA wurde ’ e 3
Purify cRNA

denaturiert und der cRNA Strang aufgereinigt (Abb. 19). Dieser ist

I
¥ Crng-t—[F -+

komplementar zu den auf dem Microarray immobilisierten
Oligonukleotiden des Genoms und bindet bei der folgenden

Abb. 19: Probenaufbereitung von
Hybridisierung an diese. Nach Quantifizierung der cRNA mittels  mRNAzuantisense cRNA,

modifiziert nach [2]
NanoDrop (Thermo Fischer Scientific, USA) wurden 40 pl der Cy5
markierten cRNA in 10 x Blocking Agent und 25 x Fragmentation Buffer, verdiinnt mit 2 x GEx HI-RPM
Hybridization Buffer auf den Array geladen und fiir 17 h bei 65 °C mit 10 rpm im Hybridisierungsofen

(Agilent Technologies, USA) hybridisiert. Im Anschluss wurde der Microarray gewaschen und mit dem
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SureScan Microarray Scanner System (Agilent Technologies, USA) eingelesen, die Qualitdt (Feature
Extraction V 10, Agilent Technologies, USA) Uberprift und ausgewertet (GeneXplain, GER). In der
vorliegenden Arbeit wurden die whole genome Arrays SurePrint G3 Human GE V2 8x60K und

zugehorige Reagenzien von Agilent Technologies (USA) verwendet.

2.9 qRT-PCR

Die PCR stellt ein Verfahren zur Amplifikation von DNA-Sequenzen dar. Durch den Einsatz von
entgegen gerichteten Oligonukleotiden (Primer) wird die Zielsequenz eingefasst. Eine zugesetzte
DNA-Polymerase (Taq, Thermus aquaticus) vervollstidndigt im ndchsten Schritt die gewinschte
Sequenz. Durch Wiederholung des Vorgangs wird die gewlinschte Nukleotidsequenz vervielfaltigt.
Unterteilt ist das Verfahren in 3 Schritte: Zunachst wird der DNA-Doppelstrang bei 95 °C Hitze-
denaturiert. In einem zweiten Schritt erfolgt die Anlagerung und Bindung der Primer. Die Temperatur
fiir diesen Schritt ist abhdngig vom verwendeten Primerpaar. Der dritte Schritt ist die Elongation der
Primernukleotide, komplementar zum Ausgangsstrang der DNA-Sequenz, bei einer Temperatur von
72 °C. Diese drei Schritte werden als Zyklus bezeichnet und 30- bis 40-mal wiederholt. Unter der
Annahme von optimalen Bedingungen erfolgt eine exponentielle Amplifikation bis ein Plateau
erreicht wird. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine spezielle Variante, die so genannte
quantitative Real-Time (qRT) PCR, verwendet. Uber den Einsatz verschiedenster Nachweismethoden
ermoglicht dieses Verfahren eine Quantifizierung der Amplifikatmenge nach jedem Zyklus.
Verwendet wurden Hybridisierungs-Sonden (TIB MOLBIOL, GER), welche auf dem Prinzip des
Fluoreszenz Resonanz Energie Transfers (FRET) basieren. Ein Donor-Fluorophor wird durch eine LED-
Lichtquelle angeregt und Ubertragt die Energie auf ein Akzeptor-Fluorophor, sofern sich dieses in
unmittelbarer Nahe befindet. Der Akzeptor-Farbstoff kann nicht durch die Lichtquelle angeregt
werden und emittiert nach Anregung durch den Donor Licht einer langeren Wellenlange. Die
Fluorophore sind gekoppelt an zwei Oligonukleotide, die benachbart auf der Sequenz des Amplikons
binden. Das 3‘-Ende des einen Oligonukleotides tragt ein Fluorescein (Donor), das 5-Ende des
anderen ist mit einem LC Red 640 (Akzeptor) modifiziert. Die Emission des Farbstoffs ist hierbei
proportional zur Amplifikatmenge. Dieses Verfahren wurde zur technischen Validierung der
Microarrays verwendet. Untersucht wurden CDKN1A, P53, MDM2, GADD45A, XPC und TP53INP1,
sowie das Housekeeping Gen R-Actin. Die Auswertung erfolgte mittels effizienzkorrigierter AACt-

Methode (Formel 1, 2).

Formel 1: ACp = Cp (GOI) — Cp (B — Actin)

Formel 2: FC = E(ACp GOI unbehandelt— ACp GOI beahndelt)

Die Probenat Formel 1, 2: Effizienzkorrigierte AACt-Methode; FC: fold change, GOI: gene of interest; E: Effizienz
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Tab. 3: Zusammensetzung der Proben fiir die qRT-PCR im Light Cycler 480®

Komponente Volumen [ul]

Probes Master 10
Primer |

Primer Il
Sonde |
Sonde Il
Probe
Wasser

[T R O

Fir die Durchfihrung der gRT-PCR wurde der Light Cycler 480 (Hoffmann La Roche, SUI) mit dem
Light Cycler 480" Probes Master (Hoffmann La Roche, SUI) verwendet. Die annealing Temperaturen
sowie die Primer- und Sonden-Sequenzen sind in Tab. 4 aufgefiihrt. Die Ermittlung der Effizienz flr
die anschlieRende Auswertung wurde mittels der Erstellung einer Konzentrationsreihe (unverdiinnt,

1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000, 1:100000) des Templates vorgenommen. Durchgefiihrt wurden 45

Zyklen, 95 °C fiuir 10 s, annealing Temperatur fir 20 s und Elongation bei 72 °C fiir 9 s.

Tab. 4: Annealing Temperaturen, sowie Primer- und Sonden-Sequenzen fir die gRT-PCR im Light Cycler 480®

Gen

P53

TP53INP1

Foward-Primer

Reverse-Primer

gCTGCTCAgATAGCgATEETCT
gTACAgTCAgAgCCAACCTCAG

CggTACCATTgggCCAACTA
gCTgAgAAACCAETECAAGTATCTA

LC-Sonde LC640-TCTgTCATCCAAATACTCCACACgC--PH LC640-CCACAAACATTTTATTCAgCCTCTgg--PH
FL-Sonde gCACCACCACACTATETCgAAAAGT--FL TggTTggAggAAgAACTgACTTCA--FL
Annealing-Temp. [°C] 57 57
Gen Actin GADDA45A
Foward-Primer AgCCTCgCCTTTgCCgA AAgCTgCTCAACgTCgACC
Reverse-Primer CTggTgCCTgggeCg CgTCACCAgCACgCAgT
LC-Sonde LC640-CgACgACgAgCgCggCgATATC--PH LC640-AgCCACATCTCTgTCgTCgTCCTCgT--PH
FL-Sonde TTgCACATgCCggAgCCgTTg--FL CTggATCAgggTgAAgTggATCTgCA--FL
Annealing-Temp. [°C] 61 58
Gen XPC p21
Foward-Primer CgATggggATEACCTCAgg gAggCCgggATgAgTTg
Reverse-Primer TTTCTTCCTCTTCTTCATTgCTg gAgTggTAgAAATCTgTCATECTg

LC-Sonde
FL-Sonde
Annealing-Temp. [°C]

Gen

LC640-TgTgCCTTCTTgAggTCACTTgg--PH
CATggTAgCCCCTCTCTTCAgATg--FL
57

MDM2

LC640-gTCTTgTACCCTTgTgCCTCgCTC--PH
gAggAAgACCATgTggACCTgTCAC--FL
58

Foward-Primer
Reverse-Primer
LC-Sonde
FL-Sonde
Annealing-Temp. [°C]

CAgATgAATTATCTggTgAACEA
AAACTgAATCCTgATCCAACC
LC640-TgTTgTgAAAgAAgCAgTAgCAgTgA--PH
CTggCTCTgTgTgTAATAAgggAgAT--FL
53

2.10 Proteinbiochemische Methoden
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2.10.1 Protein-Isolierung

Die fur die nachfolgenden Versuche bendtigten Proteine wurden mittels zweier Verfahren isoliert.
Das fir bestimmte Protein-Nachweise bendétigte Kern-Protein wurde mit Hilfe des Nuclear Extract Kit
(Active Motif, USA) extrahiert. Die Gesamt-Protein-Isolierung erfolgte mittels Denaturating Cell
Extraction Buffer (Life Technologies, USA) mit Protease Inhibitor (Thermo Scientific, USA). In beiden

Fallen wurde das Protokoll des Herstellers verwendet.
Gesamt-Protein:

1. Zellen 2 x mit PBS waschen und mit 1000 rpm fiir 5 Min. pelletieren

2. Zellpellet in 1 ml Denaturating Cell Extraction Buffer (Life Technologies, USA) mit Protease
Inhibitor (Thermo Scientific, USA) resuspendieren und 30 Min. auf Eis inkubieren, alle 10 Min.
vortexen

3. 15 Min. bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugieren

4. Uberstand abnehmen und in Aliquots bei -80 °C lagern
Kern-Protein:

Medium abnehmen und mit 5 ml kaltem PBS/Phosphatase Inhibitor waschen
Uberstand absaugen und 3 ml kalten PBS/Phosphatase Inhibitor zugeben
5 Min. bei 200 x g bei 4 °C zentrifugieren

Uberstand verwerfen und Zellpellet in 500 pl 1 x Hypotonischem Puffer resuspendieren

1.

2

3

4

5. 15 Min. auf Eis inkubieren
6. 25 pl Detergenz zugeben und 10 s auf hochster Stufe vortexen

7. Suspension fiir 30 s 14000 x g bei 4 °C zentrifugieren (Uberstand ist Cytoplasma Fraktion)
8. Kern-Pellet in 50 pl Complete Lysis Buffer resuspendieren

9. Fiir 30 Min. bei 4 °C und 150 rpm auf einem Schiittler inkubieren

10. 30 s vortexen und 10 Min. bei 14000 x g bei 4 °C zentrifugieren

11. Uberstand aliquotieren und bei -80 °C lagern

2.10.2 Protein-Quantifizierung

Die Quantifizierung der Proteinextrakte erfolgte mittels Bicinchoninsdure (BCA) Assay nach Smith et
al. [180]. Diese Methode basiert auf der Reduktion von Cu**-lonen zu Cu® durch die Komplexbildung
mit zwei Pepdtidbindungen und dem einwertigen Kupfer in alkalischer Umgebung. In einem zweiten
Schritt reagieren die entstandenen Kupfer-lonen mit der BCA zu einem dunkel-violetten,
wasserloslichen Komplex. Die Bildung dieses Komplexes ist hierbei proportional zur Proteinmenge.

Vermessen wurde der Komplex photometrisch bei einer Wellenldange von 562 nm. Mittels einer
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Standardreihe aus bovinem Serum-Albumin (BSA) wurde die eingesetzte Proteinmenge quantifiziert.
Verwendet wurde das Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Life Technologies, USA). Die Durchfiihrung
erfolgte nach Angaben des Herstellers. Je 10 ul einer Serum-Albumin Standard-Reihe und den zu
quantifizierenden Proben werden in Duplikaten in eine 96-Well Clear Microplate (R&D Systems, USA)
gegeben. 200 ul Reagenz A und B (im Verhaltnis 50:1) in jedes Well geben, mit einer Folie abdecken
und 30 Min. bei 37 °C inkubieren. Platte auf Raumtemperatur abkihlen lassen und im Microplate

Reader (Dynex MRXe, Dynex Technologies, USA) bei 560 nm vermessen.

2.10.3 Natriumdodecylsulfat — Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfat — Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE, engl. Sodium dodecyl sulafte
gelelectrophoresis) stellt ein Verfahren zur Auftrennung von Proteinen in einem elektrischen Feld
dar. Die Auftrennung erfolgt hierbei nach dem Molekulargewicht der Proteine in einem
Polyacrylamidgel. Die PorengréRe des Gels kann je nach GroRe des gesuchten Proteins mit Hilfe des
Acrylamid-Anteils angepasst werden. Um Effekte aufgrund der Struktur der Proteine zu vermeiden,
werden die Proteine im Anschluss an die Isolation einer Hitzebehandlung bei 95 °C unterzogen.
Durch Spaltung der Wasserstoffbriickenbindungen werden hierbei die Tertidar- und
Sekundarstrukturen der Proteine zerstort. Zusatzlich werden Disulfidbriicken durch die Zugabe
reduzierender Thiolverbindungen, wie z. B. R-Mercaptoethanol gespalten und die Proteine somit
vollstandig gestreckt. Um die Eigenladung der Proteine zu Uberlagern, erfolgt die Zugabe von
Natriumdodecylsulfat. Hierdurch haben alle Proteine ein anndhernd gleiches Verhaltnis zwischen
Ladung und GrolRe, bilden Elipsoide aus und eine Auftrennung erfolgt ausschlieRlich aufgrund des
Molekulargewichts der Proteine. Um eine hohere Auflosung zu erreichen, wurde in der vorliegenden
Arbeit die diskontinuierliche Elektrophorese nach Laemmli [97] durchgefiihrt. Unter Verwendung
eines Tris-HCL/Tris-Glycin Puffersystems werden die Proteine zunichst in einem weitporigen
Sammelgel bei pH 6,8 gesammelt, damit eine einheitliche Startposition fir die Auftrennung erreicht
wird. Die Chloridionen bilden hierbei aufgrund der hohen Mobilitdt im Gel die Lauffront, wahrend die
Glycin-lonen mit einer niedrigen Mobilitdt als Folge-lonen fungieren. Im nachfolgenden, engporigen
Trenngel wird durch einen pH-Wert von 8,8 erreicht, dass die Glycin-lonen nun auch in die Lauffront
wandern. Die Proteine trennen sich aufgrund der durch ihre GroRRe bedingten unterschiedlichen
Wanderungsgeschwindigkeit auf. Zur GréBenbestimmung wird ein Gemisch aus Proteinen mit

bekanntem Molekulargewicht verwendet. Durchgefiihrt wurde dieses Verfahren wie folgt:

Fir die SDS-PAGE wurden 4-12 % Bis-Tris Gele (Bio-Rad, GER) verwendet. Aufgetragen wurden 30 ug
Total-Protein bzw. 15 pg Kernprotein fir den Nachweis von pATM. Als Laufpuffer kam
3-(N-Morpholino)propansulfonsaure (MOPS, Life Technologies, USA) zum Einsatz.
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1. 1,5 pl B-Mercaptoethanol (Merck Millipore, USA) und 7 ul 4x LDS Sample Buffer (Life
Technologies, USA) zu jeder Probe geben

Proben mit Lysispuffer auf 30 pl auffillen

Proben 5 Min. bei 95 °C erhitzen, 1 Min auf Eis abkiihlen

Proben abzentrifugieren

ok wen

Elektrophoresekammer (Bio-Rad, GER) inkl. Kiihlakku mit MOPS Puffer befiillen, Gel einsetzten,
Kamm ziehen
6. Proben und Standard auftragen

7. 15 Min bei 100 V und 1 h bei 200 V auftrennen

2.10.4 Western Blot

Der Western-Blot bezeichnet den Vorgang der Ubertragung und Immobilisierung der Proteine aus
dem Gel auf eine Membran mittels eines elektrischen Feldes. Apparativ unterscheidet man hierbei
das Semidry- und das Tank-Blotting. In beiden Varianten wird die Membran, sowie das Gel zwischen
Filterpapieren angeordnet. Ein zur Membran senkrechtes, elektrisches Feld wird angelegt und so die
Proteine, ohne Verlust der lokalen Auflosung im Gel, auf die Membran Ubertragen. Im Rahmen der
vorliegenden Arbeit wurden Polyvinylidenfluorid- (PVDF) Membranen (Bio-Rad, GER) im Tank-Blot fiir
den Nachweis eingesetzt. Der Blotvorgang wurde mit einem Methanol-haltigen Transferpuffer und

mit einer Stromstarke von 300 mA fiir 45 Min. durchgefihrt.

2.10.5 Markierung der Proteine und Detektion

Fir das Anfarben und die Detektion der Proteine stehen eine Reihe von Methoden zur Verfligung,
welche eine quantitative Auswertung mittels densitometrischer Verfahren ermdéglichen. Das in der
vorliegenden Arbeit verwendete Verfahren basiert auf der immunochemischen Markierung der
gesuchten Proteine mittels spezifischer Antikérper, nachdem die Proteine aus dem Gel auf eine
Membran Ubertragen wurden. Im Anschluss an den Blot wurden zundchst die freien Bindungsstellen
der Membran mit Hilfe von 5 % (w/v) Magermilchpulver (Bio-Rad, GER), gel6st in einer Tris
gepufferten Salzlosung (engl. tris bufferd saline, TBS; Bio-Rad, GER) mit 0,1 % (v/v) Tween 20 (Bio-
Rad, GER), abgesattigt. Die auf der Membran immobilisierten Proteine konnten nun mittels
spezifischer Antikdrper tGber Nacht bei 4 °C unter Schitteln markiert werden. Die mit dem Antikorper
markierten Proteine wurden mit eine, zweiten, mit Meerrettich-Peroxidase (HRP, engl. horseraddish
peroxidase) gekoppelter Antikdrper, welcher gegen den ersten Antikorper gerichtet ist, erkannt und
die HRP ermoglichte im Folgenden die Umsetzung von Luminol. Die so entstehende
Chemilumineszenz wurde im Anschluss mit Hilfe des Detektionssystems Stella 3200 (Raytest, SUI)

detektiert. Der zuvor bei der SDS-PAGE eingesetzte GroRenmarker ermdglichte hierbei die
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groBlenmalige Einordnung der detektierten Fragmente. Als Beladungskontrolle wurde ein Abgleich
mit a-Actin als konstitutiv exprimierte Protein vorgenommen. Die densitometrische Auswertung
erfolgte mit Hilfe der Software AIDA (Raytest, SUI). In Tabelle 5 sind die eingesetzten Antikorper und

die eingesetzten Konzentrationen aufgefihrt.

Tab. 5: Antikorper und zugehorige Verdinnung fir den Western-Blot

Antikorper Hersteller Verdiinnung
a-Aktin Santa Cruz Biotechnology 1:1000
P53-HRP Santa Cruz Biotechnology 1:200

P21 Santa Cruz Biotechnology 1:200

pATM Santa Cruz Biotechnology 1:200

XPC Abcam 1:1000
TP53INP1 Santa Cruz Biotechnology 1:200
anti-mouse HRP Santa Cruz Biotechnology 1:2000
anti-rabbit HRP Santa Cruz Biotechnology 1:2000
anti-mouse poly-HRP Thermo Fisher Scientific 1:5000
anti-rabbit poly-HRP Thermo Fisher Scientific 1:5000
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2.10.6 Enzyme linked immuno sorbent assay

Der Enzyme linked immuno sorbent assay (ELISA) stellt eine Methode dar um Antigene quantitativ
oder qualitativ nachzuweisen. Bei der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Variante, dem
Sandwich-ELISA wird zunachst ein Antikdrper gegen das Substrat auf dem Boden einer Mikrotiter-
Platte immobilisiert. In einem zweiten Schritt wird das Antigen zugegeben und bindet an den
immobilisierten Antikdrper. Ein zweiter, gegen das Antigen gerichteter Antikorper wird zugegeben
und bindet an dieses. Im Anschluss wird ein dritter Antikdrper, gerichtet gegen den zweiten
Antikorper zugegeben. Durch die direkte Kopplung eines Substrat umsetzenden Enzyms an diesen
Antikorper wird das Antigen indirekt nachgewiesen. Wie auch in dieser Arbeit wird als Enzym haufig
die HRP und als Substrat 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB) verwendet. TMB wird durch die
Peroxidase oxidiert und erscheint zunachst blau. Die Reaktion wird durch die Zugabe von
Schwefelsdure gestoppt und das Reaktionsprodukt stabilisiert. Dieses kann nun photometrisch bei
einer Wellenlange von 450 nm vermessen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der Sandwich-
ELISA fir den Nachweis von an Ser 15, 33, 46, 392 sowie Thr 18 und 55 und Lys 382 phosphoryliertem
P53 verwendet. Die Untersuchungen der Phophorylierung an Serin 15 wurden mit dem DuoSet’IC
Human Phospho-P53 (515) Kit (R&D Systems, USA) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt.
Die Untersuchung der anderen Modifikationsstellen erfolgte nach folgendem Protokoll. Die

verwendeten Antikérper und zugehorige Konzentrationen sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

1. Den Coating Antikérper in PBS verdinnen und 50 pl/Well zugeben; Platte mit Klebefolie
abdecken; Giber Nacht bei Raumtemperatur inkubieren

2. Waschen: Losung abschitten und 3 x mit der Spritzflasche mit Wasch-Puffer waschen, auf Papier
ausklopfen

3. Blockieren: 300 ul Block-Puffer (R&D Systems, USA) /Well zugeben, 1 h bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubieren

4. Waschen: Losung abschiitten und 3 x mit der Spritzflasche mit Wasch-Puffer waschen, auf Papier
ausklopfen

5. Proben-Zugabe (100 ul/Well); 2 h bei Raumtemperatur im dunkeln inkubieren

6. Waschen: Losung abschiitten und 3 x mit der Spritzflasche mit Wasch-Puffer waschen und auf
Papier ausklopfen

7. Detektion: Den Detektions-Antikérper in Block-Puffer verdinnen und 100 pl/Well zugeben,
Platte abdecken; 2 h bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren

8. Waschen: Lésung abschitten und 4 x mit der Spritzflasche mit Wasch-Puffer waschen und auf

Papier ausklopfen
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9. Sekundidren Antikorper in Block-Puffer verdinnen und 100 pl/Well zugeben; 1 h bei
Raumtemperatur im Dunkeln

10. Waschen: Losung abschitten und 4 x mit der Spritzflasche mit Wasch-Puffer waschen und auf
Papier ausklopfen

11. HRP Substrate A und B (R&D Systems, USA) 1:1 mindestens 15 Min vor Gebrauch aus dem
Kthlschrank nehmen, kurz vor Gebrauch mischen und 100 pl/Well zugeben; 20 Min bei
Raumtemperatur im dunkeln inkubieren

12. 50 ul/Well Stop Solution (R&D Systems, USA) zugeben; im Microplate Reader (Dynex MRXe,

Dynex Technologies, USA) bei 450 nm (Referenz 570 nm) messen

Tab. 6: Antikorper und zugehorige Verdiinnung fiir den phospho-P53-ELISA

Antikorper Hersteller Verdiinnung
P53 mouse monoclonal Sigma-Aldrich 2 ug/ml
Threonin 18 Antikorper-online 1:20000
Serin 33 Antikorper-online 1:5000

Serin 46 Antikoérper-online 1:5000
Threonin 55 Antikoérper-online 1:1000

Lysin 382 Antikorper-online 1:2500

Serin 392 Antikorper-online 1:2000
anti-rabbit poly-HRP Thermo Fisher Scientific 1:5000
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2.11 Durchflusszytometrie (Zellzyklus)

Die Durchflusszytometrie stellt eine Methode zur Quantifizierung kleiner Partikel wie zum Beispiel
Zellen oder Zellkernen dar. Die Proben-Bestandteile werden in einem Flissigkeitsstrom vereinzelt
und passieren einen Laser. Der Laserstrahl wird abgelenkt und als Seitwartsstreulicht (SSC, engl. Side
Scatter) und Vorwartsstreulicht (FSC, engl. Forward Scatter) detektiert. Der SSC gibt Auskunft Gber
die Granularitdit, der FSC (ber die GroRe der Bestandteile. Zusatzlich konnen (ber
Fluoreszenzfarbstoffe bestimmte Zellbestandteile angefarbt und nach Anregung durch den Laser die
emittierte Fluoreszenz der angeregten Farbstoffe detektiert werden. In der vorliegenden Arbeit
wurde diese Methode verwendet um die Zellen nach Behandlung auf die Zellzyklusphasen hin zu
untersuchen. Hierfur wird die DNA der Zellen Uber einen interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff
markiert. Durch die unterschiedliche Menge an DNA in den Zellen in den unterschiedlichen
Zellzyklusphasen kénnen diese unterschieden werden. Die Durchfiihrung erfolgte nach unten

stehendem Protokoll:

1. Uberstand in ein 15 ml Falcon liberfiihren (Bei TK6 Zellen Zellsuspension tberfiihren, Schritte 2-6
entfallen)

2. Well mit 1 ml PBS spiilen und zum Uberstand geben

3. 0,5ml 0,05 %ige (w/v) EDTA Losung in PBS zugeben und 5 Min. inkubieren

4. 500 pl AccuMax (PAA, AUT)/Well zugeben und im Inkubator bei 37 °C inkubieren bis Zellen

abgel6st sind

Mit 3 ml PBS abstoppen und zum Uberstand geben

Well mit 1 ml PBS waschen und in Falcon tiberfiihren

5 Min bei 1000 rpm zentrifugieren

Uberstand absaugen

W ® N o WU

Zellen in 5 ml PBS resuspendieren und erneut 5 min bei 100 rpm zentrifugieren

10. Uberstand absaugen und 1 ml 70 %igen Ethanol zugeben, Zellen iiber Nacht bei 4 °C fixieren

11. 5 Min. bei 5000 rpm zentrifugieren und Uberstand absaugen

12. Zellen in 500 pl PBS resuspendieren und erneut bei 3000 rpm fiir 5 Min zentrifugieren

13. Uberstand absaugen

14. 500 pl PureLink™ Rnase A (Life Technologies, US) zugeben und fiir 30 Min. bei Raumtemperatur
inkubieren

15. Direkt vor der Messung 500 pl Propidium-lodid Lésung (0,1 mg/ml in PBS) zugeben und im

Durchflusszytometer messen
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2.12 Statistik

Die statistischen Berechnungen fiir alle Experimente, mit Ausnahme der Microarray Analysen,
wurden mit Hilfe der Software Prism® 6 (GraphPad Software, USA) durchgefiihrt. Die Signifikanz-
Berechnungen wurden hier mittels Varianzanalyse (ANOVA, engl. Analysis Of Variance) durchgefiihrt.
Die Annotation der statistischen Signifikanz in den Diagrammen wurde entsprechend der p-Werte

vorgenommen (p < 0,05 = *; p < 0,01 = **; p < 0,001 = ***)

Die Analyse der Microarray Daten erfolgte mit Hilfe der Software GeneXplain (geneXplain GmbH,
GER). Die fir die weitergehenden Analysen erforderlich Normalisierung der Daten wurde innerhalb
dieser Software mit dem linear model for micrarray data (LIMMA) durchgefiihrt. Verwendet wurde
eine Quantil-Normalisierung, um systematische Unterschiede, die Intensitdt der Spots betreffend,
zwischen den einzelnen Arrays herauszurechnen. Fiir die Kalkulation der statistisch signifikant
differentiell exprimierten Gene (DEG) wurde der Student’s t-Test verwendet. Als Kriterien dienten
hier ein p-Wert < 0,05 und ein fold change (FC) > 1,5. Fur die Ermittlung der Master Regulators (MR)
wurden die DEG’s nach FC und p-Wert soweit gefiltert, das maximal 200 DEG’s in die Analyse mit
einbezogen wurden. Die ldentifizierung der statistisch signifikanten MR (false discovery rate (FDR) <
0,05) erfolgte anhand von GeneWays, einer Datenbank, welche Gene und ihre funktionellen
Interaktionen auf Basis von Literaturdaten beinhaltet. Die Gene Set Enrichment Analyse (GSEA), eine
rechenbasierte Methode, welche ermittelt ob ein a priori definiertes, funktionell
zusammenhangendes Set an Genen (eine sog. Gene Onthology (GO)), statistisch signifikant verandert
vorliegt, erfolgte mittels der in GeneXplain implementierten Methode des Broad Institute. Diese
basiert auf dem Kolmogorow-Smirnov-Test, der Uberprift ob eine Zufallsvariable einer zuvor
angenommenen Wahrscheinlichkeitsverteilung folgt. Als statistische KenngréRen resultieren aus der
GSEA die FDR und der nominale p-Wert. Verwendet wurden GOs mit einer FDR < 0,05 und einem
nominalen p-Wert < 0,05. Als weiteres Filterkriterium wurde das Level der GOs verwendet. Innerhalb
der GSEA sind den GOs hierarchisch Level zugeordnet. Hierbei gilt je hoher das Level desto spezieller
der Prozess, welcher durch diese GO beschrieben wird. Verwendet wurden resultierende GOs mit

einem Level > 3.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der verwendeten Zellsysteme

Fiir die Charakterisierung der eingesetzten Zellsysteme TK6, HepG2 und SH-SY5Y wurde zunachst der
genotoxische Effekt der verwendeten Substanzen mittels COMET-Assay und Mikrokerntest

untersucht. Die Messung der Zytotoxizitat erfolgte mit Hilfe des XTT-Assays.

3.1.1 COMET-Assay und Mikrokerntest

In den Untersuchungen im COMET-Assay und Mikrokerntest wurde der Grof3teil der Substanzen in
den drei Zellsystemen als genotoxisch respektive nicht genotoxisch erkannt. Auf Basis des COMET-
Assays zeigen in TK6 Zellen DMBA, Lamivudin und Paclitaxel falsch negative sowie PMA falsch
positive Ergebnisse. Da DMBA erst durch metabolische Aktivierung toxifiziert wird und dies in den
TK6 Zellen nicht der Fall ist, wurde im Folgenden BPDE verwendet. Exemplarisch sind in Abbildung 20
die Ergebnisse fiir einen Teil der Substanzen dargestellt. Abbildung 20, A zeigt die dosisabhangige
Induktion des Tail Moments nach Behandlung mit BPDE. Nach Behandlung mit Chloroquin (Abb 20, B)
ist eine solche Induktion nicht zu sehen. Dies ist auch nach Behandlung mit Paclitaxel (Abb 20, C) der

Fall, wahrend PMA (Abb 20, D) einen reproduzierbaren, dosisabhangigen Anstieg des Tail Moments

zur Folge hat. Die Daten der HepG2 Zellen resultieren aus einem vorausgegangenen Projekt.
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Abb. 20: COMET-Assay Ergebnisse in TK6 Zellen nach Behandlung fiir eine Stunde mit BPDE (A), Chloroquin (B), Paclitaxel (C) und
PMA (D) dargestellt als konzentrationsabhangige Anderung des Tail Moments; (n=2; biologische Replikate; Betrachtung von je 50
Einzelzellen)
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Aufgrund von mangelnden Kapazitaten wurde in den SH-SY5Y Zellen nur ein reduziertes Substanz-Set
bestehend aus Etoposid, Paclitaxel und Chloroquin verwendet. Hier zeigen Chloroquin und Paclitaxel
keine Erhohung des Tail Moments. Etoposid weist, wie auch in den anderen beiden Zellsystemen,
einen dosisabhangigen Anstieg des Tail Moments auf (Daten nicht gezeigt). Im Folgenden wurden alle
Substanzen auf Mikrokern-Induktion in den Zellsystemen untersucht. Auch hier sind die Daten der
HepG2 Zellen im Vorlauferprojekt entstanden. Diese zeigen, eine korrekte Einstufung der Substanzen
als genotoxisch respektive nicht-genotoxisch (Daten nicht gezeigt). In den TK6 Zellen werden mit
Ausnahme von DMBA ebenfalls alle Substanzen korrekt eingestuft. Die Abbildung 21 zeigt die
Mikrokern-Induktion sowie die relative Uberlebensrate von TK6 Zellen nach Behandlung mit BPDE
(A), Chloroquin (B), Paclitaxel (C) und PMA (D). PMA zeigt im Gegensatz zum COMET-Assay hier kein
genotoxisches Potential. Auch bei einer bereits reduzierten relativen Uberlebensrate werden, wie
auch nach Behandlung mit Chloroquin, keine Mikrokerne gebildet. Paclitaxel induziert
konzentrationsabhingig Mikrokerne bei abfallender relativer Uberlebensrate. Dies trifft auch fiir die

Behandlung mit BPDE zu.

Die Mikrokerninduktion in den SH-SY5Y Zellen konnte aufgrund der sehr hohen Verdopplungszeit

mittels FACS-Analyse nicht bestimmt werden.
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Abb. 21: Mikrokern-Test Ergebnisse in TK6 Zellen nach 1 h Behandlung und 23 h Erholungsphase mit BPDE (A), Chloroquin (B),
Paclitaxel (C) und PMA (D); (n=3; biologische Replikate; Betrachtung von je 10000 Einzelzellen mittels FACS)
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3.1.2 XTT-Assay

Mit Hilfe des XTT-Assays wurde die Zytotoxizitdt der eingesetzten Substanzen in den Zellsystemen
ermittelt und das no observed adverse effect level (NOAEL) sowie die Dosis bei welcher 20 % der
Zellen sterben (LD,y) bestimmt. Im Falle der HepG2 Zellen wurden Zytotoxizitditsmessungen aus
einem vorausgegangen Projekt verwendet. In den Abbildungen 23 und 24 sind exemplarisch die

Dosis-Wirkungskurven von BPDE und Etoposid in TK6 Zellen dargestellt.
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Abb. 23: Dosis-Wirkungs-Kurve von BPDE in TK6 Zellen Abb. 24: Dosis-Wirkungs-Kurve von Etoposid in TK6 Zellen
nach 24 h Behandlung. (n=3; biologische Replikate) nach 24 h Behandlung. (n=3; biologische Replikate)

In Tabelle 7 sind die resultierenden Konzentrationen fiir alle Substanzen in den verwendeten Zell-
Linien aufgefiihrt. Die LD,y Konzentrationen unterscheiden sich zwischen den Zellsystemen um einen

Faktor von bis zu 250.

Tab. 7: Aus den Zytotoxizitdtsmessungen resultierende Behandlungskonzentrationen der Zell-Linien

HepG2 TK6 SH-SY5Y
Substanz LDyo [MM] NOAEL [uM] LD, [WM] NOAEL [uM] LDy [uM] NOAEL [uM]
MNU 1750 500 50 5 - -
BPDE - - 0,15 0,01 - -
DMBA 30 3 = = = =
Streptonigrin 0,02 0,002 0,0002 0,00005 - -
Etoposid 50 7,5 0,2 0,02 0,2 0,05
Paclitaxel 0,03 0,006 0,006 0,001 0,01 0,001
Lamivudin 2000 200 1000 100 - -
PMA 1,6 0,4 10 1 - -
Phenobarbital 1000 50 1500 150 - -
Nikotin 50 10 7,5 1 - -
Chloroquin 3000 1000 5000 1000 34 10
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3.2 Genexpressionsanalyse

Die Genexpressionsanalyse wurde verwendet, um sowohl Wirkmechanismus-spezifische
Unterschiede als auch Gemeinsamkeiten in der Genregulation zwischen den eingesetzten Substanzen
sowie zwischen den Zellsystemen zu identifizieren. Die technische Validierung der
Expressionsmessungen mit whole genome Microaarrays erfolgte mittels gRT-PCR anhand der Gene

P53, CDKN1A, MDM2 und GADD45A.

3.2.1 Differentiell exprimierte Gene

Auf Ebene der differentiell exprimierten Gene (DEG) sind deutliche Unterschiede in der
Expressionsregulierung sowohl zwischen den Substanzen als auch zwischen den gleichen Substanzen
in den verschiedenen Zell-Linien zu sehen. Die Anzahl der durch die Behandlung statistisch signifikant
regulierten Gene ist in Tabelle 8 beispielhaft fiir die LD,y nach 24 h Behandlung zusammengefasst.
Die hier sichtbaren Unterschiede zeigen sich ebenfalls fiir die Konzentration des NOAEL sowie fiir die
Zeitpunkte 4 und 24 h (Daten nicht gezeigt). Es besteht eine konzentrations- und zeitabhangige

Veranderung des Genexpressionsprofils.

Tab. 8: Differentiell exprimierte Gene nach 24 h Behandlung mit in Tab. 7 aufgefiihrten LD,q in HepG2 und TK6 Zellen.
Zahlen in Klammern stehen fir die in TK6 und HepG2 Zellen gemeinsam regulierten Gene.

LDy 24 h
™ HepG2 ™ TK6 1 SYSY | HepG2 J TK6 4 SY5Y

BPDE/DMBA 805 (59) 510 (59) - 1015 (57) 322 (57) -
Etoposid 3663 (561) 1072 (561) 27 2853 (328) 690 (328) 0
Lamivudin 836 (169) 792 (169) - 480 (127) 265 (127) -
MNU 790 (11) 43 (11) - 1200 (7) 16 (7) -
Paclitaxel 486 (179) 1401 (179) 18 464 (196) 1084 (196) 0
Streptonigirin 2171 n.D. - 2172 n.D. -

Chlororquine 1610 (2) 26 (2) 943 1556 (1) 11 (1) 618
Nikotin 578 (109) 746 (109) - 217 (31) 512 (31) -
Phenobarbital 33 (3) 51 (3) - 22 (1) 79 (1) -
PMA 781 (162) 1173 (162) - 1713 (322) 1097 (322) -
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3.2.1.1 Filterung der DEG nach fold change

Die Abbildungen 25 und 26 zeigen hierarchische Cluster Analysen der statistisch signifikant
regulierten Gene mit einem fold change (FC) groBer als 2 nach Behandlung mit der LDy, flir 24 h. Im
Falle der HepG2 Zellen lassen sich zwei Gruppen bilden. Streptonigrin und Etoposid in der einen und
alle anderen Substanzen in der zweiten mit weiteren Untergruppen. In den TK6 Zellen ergeben sich
nach der Analyse ebenfalls zwei Gruppen, die beide weitere Untergruppen bilden. Die genotoxischen
Substanzen BPDE, MNU, Etoposid, Lamivudin und Paclitaxel, wobei BPDE, MNU, Etoposid und
Lamivudin eine groRere Ahnlichkeit zueinander aufweisen als zu Paclitaxel und eine Untergruppe
bilden. Die nicht-genotoxischen Substanzen sind in zwei weiteren Untergruppen zu finden.
Streptonigrin ist hier als einzige genotoxische Substanz in der Untergruppe mit den nicht-
genotoxischen Substanzen zu finden. Dies liegt hauptsachlich an der, im Vergleich zu den anderen
genotoxischen Substanzen, geringen Anzahl an signifikant regulierten Genen im Expressionsprofil.
Die Cluster-Analysen mit der Konzentration am NOAEL, respektive nach 4 h Behandlung, ergeben fir
beide Zellsysteme weitestgehend heterogene Gruppen und Untergruppen, welche keine Trennung in

genotoxisch und nicht-genotoxisch erlauben (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 25:HCA von in mindestens einem Fall mit einem FC > 2 statistisch signifikant (p < 0,05)

Zﬁi‘i.

£o9'y-

regulierten Genen in HepG2 Zellen erstellt mit ArrayTrack™ mittels Wards minimum variance
method

Streptonigrin_TK6
Phenobarbital_TK6
Chloroquine_TKé
Nicotin_TK6

Benzo(a)pyrenepoxid_TK
MNU_TKE
Etoposid_TK6

Lamivudine_TK86
| Paclitaxel_TK6 _
i PMA_TKG

0
(BIUBLEA WNWIUIK) S,PIEA

:

~

8500
Siz'o
6250
989°0

909'9.

Tiv's-

Abb. 26:HCA von in mindestens einem Fall mit einem FC > 2 statistisch signifikant (p < 0,05)

kTM

regulierten Genen in TK6 Zellen erstellt mit ArrayTrack  mittels Wards minimum variance method

43



3 Ergebnisse

3.2.1.2 Filterung der DEG nach Klassifizierungsgenen aus der Literatur

Um eine Diskriminierung der Substanzen in genotoxische und nicht-genotoxische zu erzielen, wurden
im Folgenden Analysen mit publizierten Klassifizierungsgenen [106] durchgefiihrt. In Abbildung 27
sind die Heatmaps der Cluster-Analysen nach 24 h (A) und 4 h (B) Behandlung mit der LD,y sowie

nach 24 h mit der NOAEL-Konzentration (C) fiir HepG2 und TK6 Zellen dargestellt.
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Erstellt mit ArrayTrack™ mittels Wards minimum variance method.
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In den HepG2 Zellen zeigt sich nach 24 h Behandlung mit der LD,y (Abb. 27, A) eine Aufspaltung in
zwei Gruppen. Die nicht-genotoxischen Substanzen Phenobarbital, PMA und Nikotin bilden eine
Gruppe, alle genotoxischen und Chloroquin stellen die zweite Gruppe dar, wobei MNU, DMBA und
Streptonigrin eine eigenstandige Untergruppe darstellen. 4 h nach Behandlung stellt sich das Bild wie
folgt dar (Abb 27, B). Wieder sind zwei Gruppen zu sehen, Lamivudin, Etoposid, Streptonigrin und
MNU in der einen und die restlichen genotoxischen zusammen mit den nicht-genotoxischen
Substanzen in der zweiten Gruppe. Nach Behandlung mit der NOAEL-Konzentration nach 24 h
(Abb. 27, C) ergeben sich zwei Gruppen, Chloroquin, Nikotin und Phenobarbital in der einen, die
anderen Substanzen in der zweiten mit zwei Untergruppen. Die eine Untergruppe bilden die
genotoxischen Substanzen Etoposid, Streptonigrin, DMBA, MNU und Lamivudin. Die andere

Untergruppe bilden Paclitaxel und PMA.
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3 Ergebnisse

In den TK6 Zellen nach 24 h Behandlung mit der LD,o (Abb. 28, A) bilden PMA, Nikotin und Chloroquin
eine Gruppe aus. Die zweite Gruppe wird von den Genotoxinen mit Ausnahme von Streptonigrin
gestellt, welches mit Phenobarbital eine eigene Gruppe bildet. 4 h nach Behandlung ergibt sich eine
andere Unterteilung (Abb. 28, B). Lamivudin, BPDE und Etoposid sind in einer Untergruppe und
bilden zusammen mit PMA eine Gruppe. Alle weiteren Substanzen sind in der zweiten Gruppe
enthalten. Bei 24 h Behandlung mit der NOAEL-Konzentration (Abb. 28, C) bilden sich zwei Gruppen,
in denen nicht-genotoxische und genotoxische Substanzen ohne erkennbare Unterscheidung

vorliegen.

3.2.2 Gene Set Enrichment Analysis

Um zu ermitteln in wie weit a prori definierte, funktionell zusammenhangende Gen-Sets durch die
Behandlung statistisch signifikant reguliert sind, wurde die Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) des
Broad Institute durchgefiihrt. Tabelle 9 zeigt am Beispiel der 24 h Behandlung von HepG2 Zellen mit
der LD,y von Etoposid Wirkmechanismus-assoziierte GO terms. Aus einer Liste mit insgesamt 901
GO terms hangen 106 mit der DNA-Schadensantwort zusammen. Diese sind den Kategorien DNA
Reparatur, Stressantwort, Apoptose und Zell-Zyklus zuzuordnen. Abhangig von Konzentration und
Behandlungsdauer variiert die Anzahl der im Vergleich zur Kontrolle veranderten Signalwege.
Unterschiede sind auch zwischen den verschiedenen Substanzen und den Zell-Linien erkennbar
(Daten nicht gezeigt). Wirkmechanismus-assoziierte Unterschiede werden jedoch anhand der
GO terms nicht deutlich.

Tab. 9: Wirkmechanismus-assoziierte GO terms nach 24 h Behandlung von HepG2 Zellen mit der LD20 von Etoposid. Jedem

GO term ist hierbei eine eindeutige Annotation zugeordnet und gehort einem bestimmten Level an. Das Level gibt die
jeweilige Einordung in die Hierarchie der GO terms an. Je hoher das Level desto spezifischer ist der GO term.

DNA Reparatur

GO term Level Name

G0:0006281 6 DNA repair

G0:0006297 6 nucleotide-excision repair, DNA gap filling

G0:0006302 7 double-strand break repair

G0:0000725 7 recombinational repair

G0:0006284 7 base-excision repair

G0:0019985 7 translesion synthesis

G0:0051103 7 DNA ligation involved in DNA repair

G0:0006289 7 nucleotide-excision repair

G0:0000724 8 double-strand break repair via homologous recombination
G0:0010569 8 regulation of double-strand break repair via homologous recombination
GO0:0006303 8 double-strand break repair via nonhomologous end joining
G0:2000779 8 regulation of double-strand break repair

G0:0000729 8 DNA double-strand break processing
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Stressantwort
GO term Level Name
G0:0006950 3 response to stress
GO:0006979 4 response to oxidative stress
G0:0033554 4 cellular response to stress
G0:0006974 5 response to DNA damage stimulus
G0:0034976 5 response to endoplasmic reticulum stress
G0:0034599 5 cellular response to oxidative stress
G0:0034976 5 response to endoplasmic reticulum stress
G0:0034614 6 cellular response to reactive oxygen species
G0:0042772 7 DNA damage response, signal transduction resulting in transcription
Apoptose
GO term Level Name
G0:0097190 5 apoptotic signaling pathway
G0:0012501 5 programmed cell death
G0:0010941 5 regulation of cell death
G0:0008630 6 intrinsic apoptotic signaling pathway in response to DNA damage
G0:0097193 6 intrinsic apoptotic signaling pathway
GO0:0006915 6 apoptotic process
G0:0010942 6 positive regulation of cell death
G0:0043067 6 regulation of programmed cell death
G0:0008637 6 apoptotic mitochondrial changes
G0:0043068 7 positive regulation of programmed cell death
G0:0072332 7 intrinsic apoptotic signaling pathway by P53 class mediator
G0:0042981 7 regulation of apoptotic process
intrinsic apoptotic signaling pathway in response to DNA damage by P53 class
G0:0042771 7
mediator
G0:0000726 7 non-recombinational repair
G0:0033209 7 tumor necrosis factor-mediated signaling pathway
G0:0012502 8 induction of programmed cell death
G0:0006917 9 induction of apoptosis
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Zell-Zyklus

GO term Level Name

G0:0007049 4 cell cycle

G0:0022402 4 cell cycle process

G0:0051301 4 cell division

G0:0070314 4 G1 to GO transition

G0:0007050 5 cell cycle arrest

G0:0022403 5 cell cycle phase

G0:0044770 5 cell cycle phase transition

G0:0007067 5 mitosis

G0:0000278 5 mitotic cell cycle

G0:0007094 5 mitotic spindle assembly

G0:0051726 5 regulation of cell cycle

G0:0042127 5 regulation of cell proliferation

G0:0007051 5 spindle organization

G0:0051322 6 anaphase

G0:0008637 6 apoptotic mitochondrial changes

GO0:0006915 6 apoptotic process

G0:0034614 6 cellular response to reactive

G0:0000077 6 DNA damage checkpoint

G0:0051319 6 G2 phase

G0:0097193 6 intrinsic ~ apoptotic  signaling

G0:0000279 6 M phase

G0:0044772 6 mitotic cell cycle phase transition

G0:0007052 6 mitotic spindle organization

G0:0045786 6 negative regulation of cell cycle

G0:0010948 6 negative regulation of cell cycle

G0:0051782 6 negative regulation of cell division

G0:0051784 6 negative regulation of nuclear

G0:0000280 6 nuclear division

G0:0045787 6 positive regulation of cell cycle

G0:0010564 6 regulation of cell cycle process

G0:0051320 6 S phase

G0:0000080 7 G1 phase of mitotic cell cycle

60:0000082 7 G1/S transition of mitotic cell
cycle

G0:0031572 7 G2 DNA damage checkpoint

G0:0000085 7 G2 phase of mitotic cell cycle

600000086 7 G2/M transition of mitotic cell
cycle

G0:0000087 7 M phase of mitotic cell cycle

Zell-Zyklus

GO term Level Name

G0:0000090 7 mitotic anaphase

G0:0000089 7 mitotic metaphase

G0:1901988 7 negative regulation of cell cycle phase

G0:0045839 7 negative regulation of mitosis

G0:0045931 7 positive regulation of mitotic cell cycle

G0:1901987 7 regulation of cell cycle phase transition

G0:0006275 7 regulation of DNA replication

G0:0007088 7 regulation of mitosis

G0:1901990 7 regulation of mitotic cell cycle phase

G0:0060236 7 regulation of mitotic spindle organization

G0:0051783 7 regulation of nuclear division

G0:0033261 7 regulation of S phase

G0:0000084 7 S phase of mitotic cell cycle

G0:0000075 8 cell cycle checkpoint

G0:0008156 8 negative regulation of DNA replication

G0:1902100 8 negative regulation of metaphase/anaphase

G0:1901991 8 negative regulation of mitotic cell cycle phase

60:0045841 8 negative regulation of mitotic
metaphase/anaphase transition

GO0:0043065 8 positive regulation of apoptotic process

G0:0007096 8 regulation of exit from mitosis

G0:1902099 8 regulation of metaphase/anaphase transition

G0:0030071 8 regulation of mitotic metaphase/anaphase

G0:0031570 9 DNA integrity checkpoint

G0:0007093 9 mitotic cell cycle checkpoint

G0:0031577 9 spindle checkpoint

G0:0000076 10 DNA replication checkpoint

G0:0044774 10 mitotic DNA integrity checkpoint

G0:0071174 10 mitotic spindle checkpoint

G0:0071173 10 spindle assembly checkpoint

G0:0033314 11 mitotic DNA replication checkpoint
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3.2.3 Master Regulators

Um eine Erklarung fiir das veranderte Expressionsprofil nach Behandlung zu finden, ist es notwendig
lbergeordnete Gene zu identifizieren, welche als regulatorische Schllisselproteine das veranderte
Expressionsmuster maligeblich mitbestimmen. Diese Schlisselproteine werden als Master
Regulators (MR) bezeichnet und kdnnen Aufschluss iber Mechanismus-spezifische Reaktionen der
Zellen liefern. Somit koénnen sie zur Diskriminierung von Substanzen mit unterschiedlichen
Wirkmechanismen beitragen. Um die Wahrscheinlichkeit zu erhéhen biologisch relevante MR zu
erhalten, wurden nur MR verwendet, welche auch nach Behandlung differentiell exprimiert waren.
Der anschlieBende Vergleich der identifizierten MR-Kandidaten zwischen den Zell-Linien und

Substanzen (Tab. 10) zeigt, dass die identifizierten MR konzentrations- und zeitabhangige

Expressionsunterschiede aufweisen.

unterschiedliche Anzahl von MR in den Zellsystemen ermittelt wurde.

Auch wird deutlich, dass fir gleiche Substanzen eine

Tab. 10: Anzahl der Identifizierten MR in den Zell-Systemen abhangig von Behandlungsdauer und Konzentration

Substanz Chloroquin DMBA/BPDE
Dosis/Zeit 50 uM 24 h 50uM 4 h 10 uM 24 h 10pM 4 h 30uM 24 h 30uM 4 h 3uM24h 3uM4h
HepG2 45 20 0 13 29 24 10 21
Dosis/Zeit | 7.5uM 24 h 7.5uM 4 h 1uM 24 h 1uM4h 0.15uM24h | 0.15uM4h 0.01 uM 24 h 0.01uM4h
TK6 4 2 6 6 20 7 11 4
Substanz Etoposid Lamivudin
Dosis/Zeit 50 uM 24 h 50uM 4 h 7.5uM 24 h 7.5uM 4 h 2000 pM 48 h 2000 puM 24 h 200 uM 48 h 200 uM 24 h
HepG2 167 48 30 44 7 11 0 0
Dosis/Zeit | 0.2uM24h | 02uM4h | 0.02uM24h | 0.02uM4h 1000 uM 48 h | 1000 uM 24 h 100 uM 48 h 100 uM 24 h
TK6 17 13 14 14 15 18 n.D. 3
Substanz MNU Nikotin
Dosis/Zeit | 1750 uM 24 h | 1750 uM 4 h 500 uM 24 h 500 pM 4 h 3000 uM 24 h 3000 uM 4 h 1000 uM 24 h 1000 uM 4 h
HepG2 25 27 9 11 37 15 21 3
Dosis/Zeit | 50 uM 24 h 50 uM 4 h 5uM 24 h 5uM4h 5000 uM 24 h | 5000 uM 4 h 1000 uM 24 h 1000 uM 4 h
TK6 8 5 7 5 22 20 5 9
Substanz Paclitaxel Phenobarbital
Dosis/Zeit | 0.03 uM 24 h 0.03pM 4 h | 0.006 uM 24 h | 0.006 uM 4 h 1000 uM 24 h 1000 uM 4 h 50 pM 24 h 50 uM 4 h
HepG2 28 8 27 2 17 13 0 19
Dosis/Zeit | 0.006 uM 24 h | 0.006 pM 4 h | 0.001 uM 24 h | 0.001 uM 4 h 1500 uM 24 h | 1500 uM 4 h 150 uM 24 h 150 uM 4 h
TK6 26 8 4 11 19 12 10 9
Substanz PMA Streptonigrin
Dosis/Zeit | 1.6 uM 24 h 1.6uM4h 0.04uM 24 h | 0.04uM 4 h 0.02 uM 24 h 0.02uM 4 h 0.002 uM 24 h 0.002 uM 4 h
HepG2 49 20 50 40 28 24 11 12
Dosis/Zeit | 10 pM 24 h 10uM 4 h 1uM24h 1uM4h 0.0002 uM 24 h | 0.0002 pM 4 h | 0.00005 uM 24 h | 0.00005 uM 4 h
TK6 42 35 43 46 4 11 5 14
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Des Weiteren ist ersichtlich, dass unterschiedliche MR-Kandidaten fiir genotoxische Substanzen
(GTX) und fur nicht-genotoxischen Substanzen (NGTX) reguliert werden, sowie auch hier
Unterschiede zwischen den Zellsystemen bestehen (Tab. 11). In den HepG2 Zellen konnten 331 MR-
Kandidaten fir die GTX identifiziert werden. In den TK6 lediglich 167. Die Schnittmenge liegt hier bei
49 MR. Im Falle der NGTX sind in den HepG2 263 MR-Kandidaten reguliert wahrend in den TK6 181
ermittelt wurden. Die Zahl der in beiden Zell-Linien regulierten MR belduft sich auf 36. Zwischen GTX
und NGTX liegt die Anzahl der im gleichen Zell-System identifizierten MR-Kandidaten zwischen 23
und 29 % (Tab. 11).

Tab. 11: Identifizierten MR in HepG2 und TK6 Zellen fiir GTX und NGTX; die Schnittmengen sind farbig in Klammern
prozentual dargestellt

HepG2 TK6
GTX |331(22,7 %) (14,8 %) 167 (29,3 %)
NGTX | 263 (28,5 %) (13,7 %) 181 (19,9 %)

Tabelle 12 zeigt eine Auswahl an identifizierten MR-Kandidaten in HepG2 und TK6 Zellen, welche
eine biologische Relevanz in Bezug auf den Wirkmechanismus aufweisen. Im Falle der GTX
Substanzen konnten hier hauptsachlich Proteine identifiziert werden, welche mit der DNA-
Schadensantwort zusammenhdngen wahrend bei den NGTX eher die allgemeine Stressantwort im
Vordergrund steht. Fiir die DNA-Schadensantwort identifizierte MR-Kandidaten sind unter anderen
TP53INP1, XPC, DDB2, GADD45A, GADD45B und CDKN1A. Fiir die allgemeine Stressantwort sind dies
zum Beispiel BBC3, JDP2 und AKR1C2.
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Tab. 12: Auswahl biologisch relevanter MR in HepG2 und TK6 Zellen

Substanz Chloroquin DMBA/BPDE
Dosis/Zeit 50 uM 24 h 50pM 4 h 10 uM 24 h 10pM 4 h 30 uM 24 h 30uM 4 h 3uM 24 h 3uM4h
e2f8 tP53inpl n.s.d. gnas cyplal cyplal cyplbl n.s.d.
gadd45b tP53inpl ilrap18 cdknla
HepG2
tP53inpl prkca akricl
akricl GADD45A
Dosis/Zeit  7.5uM 24 h 7.5uM4h 1uM 24 h 1uM4h 0.15pM24h  0.15pM4h 0.0l uM 24 h 0.01pM 4 h
cxcl9 gfral pnptl efna2 exol ddb2 tP53inpl ttk
T mad1l1 sultla3
Substanz Etoposid Lamivudin
Dosis/Zeit 50 uM 24 h 50uM 4 h 7.5uM 24 h 7.5uM 4 h 2000 UM 48 h 2000 pM 24 h 200 pM 48 h 200 pM 24 h
tP53inpl tP53inpl tP53inpl tP53inpl zak (down) tP53inpl n.s.d. n.s.d.
GADDA45A XpC GADDA45A Xpc mapk11 bccip
HepG2
gadd45b cdknla ddb2
GADDA45A
Dosis/Zeit 0.2 uM 24 h 0.2uM 4 h 0.02 uM 24 h 0.02puM 4 h 1000 pM 48 h 1000 uM 24 h 100 uM 48 h 100 uM 24 h
atf3 tP53inpl tP53inpl nlrc4 tnfs10 casp4 n.s.d. pcifl
TK6 Xpc
GADD45A
Substanz MNU Nicotin
Dosis/Zeit 1750puM24h  1750pM4h 500 pM 24 h 500 uM 4 h 3000 uM 24h 3000 uM 4 h 1000 uM 24 h 1000 pM 4 h
tP53inpl tP53inpl tP53inpl tP53inpl akrlc2 map3k8 cyp3a5 cyplal
HepG2 mapk11 GADDA45A bbc3 Xpc cyplal
Xpc
Dosis/Zeit 50 uM 24 h 50pM 4 h 5pM 24 h 5pM4h 5000 uM 24h 5000 uM 4 h 1000 uM 24 h 1000 pM 4 h
TK6 tnfrsf10b n.s.d. twist2 n.s.d. bbc3 bbc3 n.s.d. n.s.d.
Substanz Paclitaxel Phenobarbital
Dosis/Zeit  0.03 puM 24 h 0.03pM4h  0.006 uM24h  0.006 pM 4 h 1000pM 24h 1000 pM 4h 50 uM 24 h 50 uM 4 h
e2f8 n.s.d. gadd45b jdp2 epah7 n.s.d. rab3d
HepG2 n.s.d.
gadd45b med12
Dosis/Zeit 0.006 yM24h  0.006 uyM4h 0.001uM24h  0.001 pM 4 h 1500 uM 24h 1500 pM 4 h 150 uM 24 h 150 uM 4 h
tP53inpl n.s.d. n.s.d. fosl2 hicl arnt2 hist4h4 fosl2
TK6 Xpc
bbc3
Substanz PMA Streptonigrin
Dosis/Zeit 1.6 uM 24 h 1.6 uM 4 h 0.04 pM 24 h 0.04uM 4 h 0.02pM24h  0.02pM4h  0.002pM24h  0.002pM 4 h
mmp3 mmp3 e2f7 cdknla tP53inpl tP53inpl tP53inpl histh4h
Hepa2 fosll cdkn2c fosll fosl2 ddb2 ddb2 sirt2
ddb2 Xpc
pidd, irdd GADD45A
cdknla
0.0002 pM 0.0002 pM 0.00005 pM  0.00005 pM
Dosis/Zeit 10 uM 24 h 10uM 4 h 1uM24h 1uM4h
24h 4h 24 h 4h
TK6 egr3 egr3 egr3 egr3 n.s.d. n.s.d. n.s.d. n.s.d.
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Um die Zusammenhadnge der MR mit den DEG zu verdeutlichen, sowie auch identifizierte MR zu
verknipfen wurden Netzwerke generiert. In Abb. 29 ist beispielhaft eines der generierten Netzwerke
zu sehen. Hier sind die drei MR XPC, TP53INP1 und GADD45A, welche nach Behandlung mit der LD,
von Etoposid fir 24 h in HepG2 Zellen differentiell exprimiert sind, zu sehen. Das Netzwerk lasst
erkennen, dass ein Grol3teil der Proteine innerhalb des Netzwerks nach Behandlung differentiell oder
zumindest konstitutiv exprimiert sind. Dies trifft auf alle generierten Netzwerke fiir die mit der LD
fir 24 h behandelten Zellen zu (Daten nicht gezeigt). Auffallig hierbei ist, dass, wie auch im gezeigten
Netzwerk, P53 eines der Schliisselproteine sowohl fiir die DNA-Schadensantwort, als auch fir die

generelle Stressantwort darstellt.

52



':ILJELDDDUE "QCF«Il7§

@ B@El f EEI@EEI =0

S R e e s s i N R I - L o g o0oB =
3 = St auﬁ*‘a 5 oo
- =z - Y e
8 | C@@@‘_@Lg_@;- o]
= ;- = = — = — — = == ——— _-V — =
DCJU_FI._IDDDDHDDDCEF.JDU*D‘EFT]TDDD:I‘EETDTU—J'D‘DDD'— T o o0 o oD D T h—n T —m o O

o @0 s BI5) = Q@@a@@@a@aeaa

(o o)) @Qe@ ) @GE el

DDUUDUDOUDBDDLDDDDDD DDDDDDDD DDDDJUUU

2 OBcES @\@u@\ @@B@ ® o @\@E@BBEQ G0

© BBGBBEBEBB@BQBBBB (@ e 0
S

Abb. 29: Integriertes MR Netzwerk fiir XPC, TP53INP1 und GADD45A nach Behandlung von HepG2 Zellen mit Etoposid fiir 24 h mit der LD,,. Eine Hoch-Regulation wird mittels roter Umrandung verdeutlich, eine
Herunter-Regulation mit blauen Rahmen. WeilRe Rahmen stehen fir exprimierte aber nicht differentiell zur Kontrolle exprimierte Gene.

9ssiugasdiy ¢
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Betrachtet man das Interaktionsnetzwerk der Proteine (Abb. 30) so wird die starke, funktionelle
Interaktion zwischen den Proteinen noch deutlicher als im MR Netzwerk. 98 % der im MR Netzwerk
befindlichen Proteine weisen direkte Interaktionen auf. Innerhalb des Netzwerks befinden sich
zahlreiche Proteine der DNA-Schadensantwort wie P53, TP53INP1, MDM2, XPC, GADDA45A,
BRCA1,BRCA2, EXO1, RAD51, CASP3, CASP6, CHEK1, CDKN1A, CDK2, CDK4 und viele weitere. Dies ist
auch fiur die anderen Substanzen in beiden Zellsystemen vergleichbar (Daten nicht gezeigt). Dennoch

sind in den jeweiligen Netzwerken faktisch andere Proteine zu finden.
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Abb. 30: STRING Interaktionsnetzwerk des MR Netzwerks nach 24 h Behandlung von HepG2
Zellen mit der LD,o von Etoposid, generiert mittels [186]
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3.2.4 Auswabhl eigener Diskriminatoren

Um Gene zur Diskriminierung von genotoxischen und nicht-genotoxischen Substanzen aus den
ermittelten Daten zu extrahieren, sowie Informationen beziiglich des Wirkmechanismus zu erhalten,
wurden zunachst die statistisch regulierten Gene genotoxischer Substanzen mit denen der nicht-
genotoxischen Substanzen verglichen. Hierbei fand die Betrachtung getrennt nach erhéhter und
erniedrigter Expression im Vergleich zur Kontrolle statt. Die Abbildung 31 zeigt die resultierenden

Venndiagramme fiir HepG2 (Abb. 31, A) und TK6 (Abb. 31, B) Zellen.

Down NGTX Up GTX Down NGTX Up GTX

Abb. 31:Schnittmengen der in HepG2 (A) und TK6 (B) Zellen statistisch signifikant regulierten Gene; Down: erniedrigte
Expression, Up: erhohte Expression, GTX: Genotoxine, NGTX: nicht-genotoxische Substanzen, generiert mittels [146]

Fir die weiteren Analysen wurden alle Gene ausgewahlt, die ausschliellich bei genotoxischen
Substanzen hoch- bzw. herunter-reguliert waren. Zusatzlich wurden die Gene verwendet die nur
durch die Behandlung mit den nicht-genotoxischen Substanzen statistisch signifikant verandert
vorlagen. Des Weiteren wurden die durch genotoxische und nicht-genotoxische Substanzen
gegensatzlich regulierte Gene einbezogen. Die Auswahl der Gene ist in den Abbildungen 31,A und
31,B kenntlich gemacht. Die resultierenden zwei Genlisten enthalten 6892 Gene fiir die HepG2 und
5136 Gene fiir die TK6 Zellen. Um allgemeingiiltigere und nicht zellspezifische Gene zu erhalten,
wurde die Schnittmenge aus beiden Zell-Linien ermittelt (Abb. 32). Es resultiert eine Genliste mit

2114 Genen.

HepG2_classifier_n... (6892) TK6_classifier_new... (5136)

Abb. 32:Schnittmengen der in HepG2 und TK6 Zellen ermittelten Klassifizierungs-Gene
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Um diese Liste weiter zu reduzieren, wurden ausgehend von einer Gene Set Enrichment Analysis
(GSEA) die signifikanten Gene Onthology terms (GO terms) fiir alle Substanzen fiir beide verwendeten
Konzentrationen und Zeitpunkte naher betrachtet. Hierbei wurde erkennbar, dass die
Wirkmechanismus-assoziierten Gene wahrscheinlich ganz bestimmten GO terms zugeordnet sind. In

Tabelle 13 sind die ausgewahlten GO terms fir die weitere Filterung der DEG dargestellt.

Tab. 13: GO terms zur Eingrenzung der Diskriminatoren und Gewinnung von Wirkmechanismus-assoziierten Informationen

GO term Name

GO0:0006281 DNA repair

G0:0008630 intrinsic apoptotic signaling pathway in response to DNA damage
G0:0000077 DNA damage checkpoint

G0:0042770 signal transduction in response to DNA damage

Zugehorig zu diesen GO terms sind 500 Gene, welche im Folgenden mit den aus den Datensatzen

ermittelten 2114 Genen verglichen wurden (Abb. 33).

Rows present in bo... (2114) own_classifier_GOt... (500)

Abb. 33:Schnittmengen der Klassifizierungs-Gene mit den Genen aus der GSEA

Die Schnittmenge lieferte eine Genliste mit 62 Genen, die in Proteine translatiert 61 individuelle
Proteine ergaben. Diese sind in Tab. 14 aufgefiihrt. Um eine biologische Verbindung dieser Proteine
zu ermitteln wurde eine Interaktionsanalyse durchgefiihrt. Abbildung 34 zeigt das Interaktions-

netzwerk der 29 Proteine, die in direkter Interaktion zueinander stehen.
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Tab. 14: Genliste der 61 Klassifizierungsgene

Entrez Gene ID Gen-Symbol | Entrez Gene ID Gen-Symbol | Entrez Gene ID Gen-Symbol
546 Atrx 8563 Thoc5 51343 Fzrl
572 Bad 8738 Cradd 51347 Taok3
1022 Cdk7 9126 Smc3 51499 Triapl
1025 Cdk9 9521 Eeflel 54617 Ino80
1191 Clu 9538 Ei24 56950 Smyd?2
1396 Cripl 9960 Usp3 57332 Cbx8
2072 Erccd 9984 Thocl 64421 Dclrelc
2073 Ercc5 10039 Parp3 79621 Rnaseh2b
2074 Erccé 10524 Kat5 79913 Actr5
2140 Eya3 10973 Ascc3 83932 Sprtn
3150 Hmgnl 22909 Fanl 91875 Ttc5
4913 Nthl1 22954 Trim32 92667 Mgmel
5111 Pcna 23049 Smgl 125150 Zswim7
5429 Polh 23064 Setx 131870 Nudt16
5887 Rad23b 23411 Sirtl 151636 Dtx3l
5893 Rad52 27343 Poll 151987 Ppp4r2
5980 Rev3l| 27434 Polm 161742 Spred1
6659 Sox4 29108 Pycard 254394 Mcm9
7334 Ube2n 29844 Tfpt 375748 Ercc6l2
7508 Xpc 50484 Rrm2b
8525 Dgkz 51065 Rps27I
A
@csxs
., > mTRlMSZ
o

- V\HMGNl

Abb. 34:Interaktions-Netzwerk von 29 der 61 ermittelten Klassifizierungs-Gene, generiert mittels [186]
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Im Folgenden wurden die 61 Identifizierten Klassifizierungsgene verwendet, um eine weitere HCA
durchzufiihren. Abb. 35 zeigt die Ergebnisse der in HepG2 Zellen durchgefiihrten Untersuchungen.
Die Behandlung fiir 24 h mit der LD,y (A) zeigt eine Aufspaltung in zwei Gruppen. Die erste Gruppe
spaltet sich in zwei Untergruppen auf. Chloroquin und Nikotin in der einen und PMA, Phenobarbital
und Paclitaxel in der anderen. Die genotoxischen Substanzen sind, mit Ausnahme von Paclitaxel, in
der zweiten Gruppe zu finden. Nach 4 h Behandlung mit der LD,y (B) erhalt man eine Gruppe mit
Lamivudin, Etoposid, Streptonigrin und MNU sowie eine zweite Gruppe mit PMA, Chloroquin,
Nikotin, Phenobarbital, Paclitaxel und DMBA. Nach Behandlung mit der Konzentration des NOAEL fir
24 h (C) erhalt man eine Gruppe mit Chloroquin, Nikotin, PMA und Phenobarbital, sowie eine mit
allen genotoxischen Substanzen (Paclitaxel, DMBA, Lamivudin, MNU, Streptonigrin und Etoposid).
Die Behandlung mit der Konzentration des NOAEL fir 4 h fir zur Bildung von zwei gemischten
Gruppen der genotoxischen und nicht-genotoxischen Substanzen (Abb. 35, D).

B
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Abb. 35:HCA in HepG2 Zellen mit den identifizierten 61 Klassifizierungs-Genen; A: LDy 24 h; B: LDy 4 h; C: NOAEL 24 h; D: NOAEL 4 h

In den TK6 Zellen bilden nach Behandlung fiir 24 h mit der LD,y (Abb. 36, A) Lamivudin, Etoposid,
MNU und Paclitaxel eine Gruppe aus. Eine zweite Gruppe stellen PMA, Nikotin, BPDE, Chloroquin,
Phenobarbital und Streptonigrin dar. Hierbei sind Phenobarbital und Streptonigrin aufgrund der
geringen Anzahl an regulierten Genen in einer eigenstandigen Untergruppe zu finden. Nach 4 h
Behandlung mit der LD,y (Abb. 36, C) wird eine Gruppe von Lamivudin, BPDE und Etoposid gestellt.
Chloroquin, Paclitaxel, MNU, Streptonigrin, Phenobarbital, PMA und Nikotin stellen die zweite
Gruppe dar. Hierbei weisen PMA und Nikotin, MNU, Streptonigrin und Phenobarbital sowie

Chloroquin und Paclitaxel stirkere Ahnlichkeiten auf und bilden je eine Untergruppe. Werden die
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Zellen mit der Konzentration am NOAEL fir 24 h behandelt (Abb. 36, C), so erhdlt man eine Gruppe,
bestehend aus Chloroquin, Nikotin, BPDE und Lamivudin, sowie eine mit den restlichen Substanzen.
Untergruppen werden hier gebildet von Chloroquin zusammen mit Nikotin, sowie BPDE zusammen
mit Lamivudin. Wird die Behandlungsdauer auf 4 h reduziert (Abb. 36, D), so ergeben sich gemischte

Untergruppen zwischen genotoxischen und nicht-genotoxischen sowie nicht-kanzerogenen

Substanzen.
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Abb. 36:HCA in TK6 Zellen mit den identifizierten 61 Klassifizierungs-Genen; A: LDy, 24 h; B: LDy 4 h; C: NOAEL 24 h; D: NOAEL 4 h

Betrachtet man die Regulation der 61 Klassifizierungsgene nach Behandlung in jeden Einzelfall und
gleicht diese mit den in den einzelnen MR-Netzwerken befindlichen Genen ab, so wird deutlich, dass
in keinem Fall Uberschneidungen von mehr als drei Genen auftreten. Die dazu erstellten
Interaktions-Netzwerke fur die 61 Klassifizierungsgene zusammen mit den Genen der integrierten
MR-Netzwerke zeigen, dass im Falle der genotoxischen Substanzen lediglich ein Cluster ausgebildet
wird, wahrend sich bei den nicht-genotoxischen Substanzen meist 2 getrennte Cluster ergeben. Dies
ist in den beiden Abbildungen 37 und 38 beispielhaft fir Nikotin (Abb. 37) und Streptonigrin (Abb.
38) fiir die Behandlung mit der LD, flir 24 h in den HepG2 Zellen gezeigt. Im Falle von Nikotin stellt
der rot-umrandete Bereich den Cluster dar, in welchem vermehrt die 61 Klassifiezierungsgene zu

finden sind.
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Abb. 37: STRING Netzwerk von HepG2 Zellen mit Nikotin fir 24 h mit der LD, behandelt. Rot markiert ist der Bereich
in dem vermehrt Gene der 61 Klassifizierungs-Gene zu finden sind, generiert mittels [186]
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Abb. 38: STRING Netzwerk von HepG2 Zellen mit Streptonigrin fir 24 h mit der LD, behandelt, generiert mittels
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3.2.5 Biomarker

Um einzelne Proteine zu identifizieren, welche Wirkmechanismus-spezifisch sind und somit als
Biomarker flir Substanzklassen fungieren kénnen, wurden im Folgenden die identifizierten MR der
genotoxischen (HepG2 331, TK6 167) mit denen der nicht-genotoxischen Substanzen (HepG2 263,
TK6 181), sowie den 61 Klassifizierungsgenen verglichen (Abb. 39). In den HepG2 Zellen (Abb. 39; A)
sind 75 dieser MR sowohl durch GTX als auch durch NGTX reguliert, wahrend 256 nur im Falle der
GTX und 188 ausschliellich durch NGTX reguliert sind. Erfolgt nun der Abgleich mit den 61
Klassifizierungsgenen, so verbleiben finf MR im Falle der GTX und einer fiir die NGTX. Hierbei
handelt es sich um CDK9, ERCC5, PCNA, FZR1, ATRX und XPC. Fiihrt man diese Betrachtung in den
TK6 Zellen (Abb. 39; B) durch, so erhdlt man 42 MR die in GTX und NGTX gemeinsam reguliert sind,
125, welche nur in GTX vorkommen und 139, welche ausschlieRlich im Falle der NGTX identifiziert
werden konnten. Der nachfolgende Abgleich mit den 61 Klassifizierungsgenen ergibt, wie im Falle der
HepG2 Zellen, funf MR fur die GTX und einen fir die NGTX. Hierbei handelt es sich um PYCARD,
CDK9, KAT5, ATRX, RAD32B und XPC. Die biologische Relevanz dieser MR wird dadurch unterstitzt,
dass diese, mit Ausnahme von PYCARD, auch im Protein-Interaktions-Netzwerk (Abb. 34) vorhanden
sind. Hier bestehen sowohl direkte als auch indirekte Wechselwirkungen untereinander. Die
Uberlappung der MR in den HepG2 und TK6 Zellen ermdglicht zusitzlich eine Generalisierung der
potentiellen Biomarker.

A joined_MR_GTX joined_MR_NGTX B joined_MR_GTX joined_MR_NGTX

7\ \/

S 62_classifier
62_classifier

Abb. 39: Vergleich der fiir genotoxische und nicht-genotoxische Substanzen identifizierten MR mit den 62 Klassifizierungs-Genen
(Auspragung in 61 Proteinen) A: HepG2, B: TK6, generiert mittels [146]

Betrachtet man nun die Regulation der einzelnen Gene fiir alle Substanzen und Zell-Linien getrennt
(Tab. 15), so ist vor allem bei XPC auffallig, dass dieses nach Behandlung mit allen GTX hochreguliert
ist (Ausnahme Paclitaxel in HepG2) und fiir NGTX herunterreguliert, respektive nicht differentiell

exprimiert ist. Nach DMBA/BPDE Behandlung ist neben XPC nur ATRX differentiell exprimiert, dies
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jedoch in HepG2 und TK6 gegensatzlich. Streptonigrin fihrt in HepG2 Zellen zu einem Anstieg an
CDK9 und PCNA. Nach MNU Behandlung steigt in den HepG2 Zellen die PCNA Expression ebenfalls an
wahrend die Gene CDK9 und ATRX herunterreguliert werden. Die Behandlung mit Etoposid fiihrt in
den HepG2 Zellen zu der verstarkten Expression von PYCARD, CDK9 und FZR1, sowie zu einer
verminderten Expression von ATRX und RAD23B. In TK6 Zellen ist hier zusatzlich zum XPC nur KAT5
differentiell exprimiert. Die Lamivudin-Behandlung fiihrt in beiden Zell-Linien zu einer Erhéhung der
MRNA Menge von PYCARD und in HepG2 Zellen zuséatzlich zu einer niedrigeren Menge an KATS5.
Paclitaxel flihrt nur zu einer Reaktion in den TK6 Zellen. Hier wird RAD23B nach Behandlung herunter
reguliert. Nach Behandlung mit Chloroquin zeigen lediglich die HepG2 Zellen eine veranderte
Expression der ausgewahlten MR. CDK9, PCNA und XPC sind herunter reguliert, wahrend ERCC5 und
ATRX hochreguliert sind. Nikotin und PMA fiihren in keinem der beiden Zellsysteme zu einer Reaktion
in Form einer verdnderten Expression der ausgewdhlten MR, wahrend PMA eine geringere
Expression von ERCC5, PCNA, FZR1 (nur in TK6), ATRX (nur in TK6) und PYCARD (nur in HepG2) zur
Folge hat. Neben den in Tabelle 15 aufgefiihrten MR wurde TP53INP1 in vielen Fallen als MR nach
Behandlung mit genotoxischen Substanzen identifiziert. Zu einem Ausschluss aus der MR-Liste fiihrte
hier eine erhéhte Expression nach Behandlung der HepG2 Zellen mit Chloroquin mit der LD, flir 24 h.
Fir alle anderen NGTX ist TP53INP1 nicht hochreguliert wahrend es fiir alle GTX hochreguliert wurde.

Somit kommen fiir eine biologische Validierung auf Proteinebene XPC und TP53INP1 in Frage.

Tab. 15: Regulation der MR innerhalb der 61 Klassifizierungsgene; -: nicht differentiell exprimiert, I hoch reguliert nach
Behandlung, \, herunterreguliert nach Behandlung, (1 oder {/) Gene mit FC > 1,5 und p > 0,05
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3.3 Veranderungen auf Protein-Ebene

Flr die Stressantwort spielt P53 eine zentrale Rolle und ist entscheidend fiir das Schicksal der Zelle.
Prozesse wie DNA-Reparatur, Apoptose, Zellzyklus-Arrest und andere werden mafigeblich durch P53
reguliert. Innerhalb dieses Signalweges kann es abhangig von Substanz und Zell-System zu
unterschiedlichen Reaktionen kommen und somit in andersartigen Folgen resultieren. Um diese
potentiellen Unterschiede zu untersuchen wurden vor- und nachgeschaltet von P53 verschiedene
Proteine betrachtet. Hierzu zdhlen pATM, CDK5, P53 und P21 sowie die beiden identifizierten
Biomarker XPC und TP53INP1. Des Weiteren ist der P53 Phosphorylierungs- und Acetylierungs-Status
entscheidend fiir die transkriptionelle Aktivitdt des P53. Betrachtet wurden die Modifikationen an

den Aminosauren Threonin 18 und 55, Serin 33, 46 und 392 sowie Lysin 382.

3.3.1 P53 Signalweg

Als zentrales Protein in der Stressantwort wurde zundchst P53 untersucht. Als Beispiel sind in
Abbildung 40 (A-C) die Ergebnisse nach Behandlung mit Etoposid gezeigt. P53 ist hier in allen drei
Zellsystemen durch die Behandlung konzentrations- und zeitabhangig induziert. Dies gilt auch fir die

Stressantwort nach Behandlung durch Paclitaxel (Abb. 40, D-F).

n-faches der Kontrolle
n-faches der Kontrolle
n-faches der Kontrolle

n-faches der Kontrolle
n-faches der Kontrolle
n-faches der Kontrolle

Konzentration [uM] Konzentration [uM] Konzentration [uM]

Abb. 40: P53 Proteinlevel nach Behandlung mit der Konzentration am NOAEL und der LDy flir 4 und 24 h mit Etoposid (A-C) und
Paclitaxel (D-F) in den Zellsystemen HepG2 (A, D), TK6 (B, E) und SH-SY5Y (C, F), n=3 biologische Replikate; * = p <0,05; ** =p <
0,01; *** = p < 0,001, Western Blot mit 30 ug Gesamtprotein
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Im Falle der nicht-genotoxischen Substanz Chloroquin (Abb. 41, A-C) ist P53 nach Behandlung in den
HepG2 und TK6 Zellen nicht reguliert. In den SH-SY5Y Zellen hingegen ist nach 24 h Behandlung mit

der LDy ein signifikanter Anstieg zu verzeichnen.
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Abb. 41: P53 Proteinlevel nach Behandlung mit der Konzentration am NOAEL und der LDy, fiir 4 und 24 h mit Chloroquin (A-C) in
den Zell-Systemen HepG2 (A), TK6 (B) und SH-SY5Y (C); n=3 biologische Replikate; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001,
Western Blot mit 30 ug Gesamtprotein

Die Tabelle 16 zeigt zusammenfassend die Expression der Proteine P53, P21 und CDK5 in den drei
Zellsystemen. P53 ist in allen Fallen nach Behandlung mit den genotoxischen Substanzen im Vergleich
zur Kontrolle starker exprimiert. Nach Behandlung mit PMA ist eine verringerte Expression in HepG2
und TK6 Zellen zu verzeichnen. Nikotin, Phenobarbital und Chloroquin fihren zu uneinheitlichen
Reaktionen in den Zellsystemen. Die P53-Proteinmenge ist in den HepG2 Zellen nach Behandlung mit
Nikotin und Phenobarbital nicht beeinflusst, wahrend in den TK6 Zellen das P53-Level im Vergleich
zur Kontrolle ansteigt. Chloroquin fiihrt in den SH-SY5Y Zellen zu einer Erhéhung von P53, in TK6 und
HepG2 Zellen ist dies jedoch nicht der Fall. Auch die p21 Proteinmenge ist durch die Behandlung der
Zellsysteme mit den genotoxischen Substanzen in fast allen Fallen hoch reguliert. Ausnahmen sind
Paclitaxel in den HepG2 Zellen und Lamivudin in den TK6 Zellen. Hier ist keine Verdnderung im
Vergleich zur Kontrolle durch die Behandlung erkennbar. In den SH-SY5Y Zellen ist P21 zu den
untersuchten Zeitpunkten mit den eingesetzten Konzentrationen nicht nachweisbar. Die CDK5 wird
durch Behandlung in den SH-SY5Y Zellen sowohl durch die nicht-genotoxische Substanz Chloroquin
als auch durch Etoposid und Paclitaxel starker exprimiert. Die Reaktion in HepG2 und TK6 Zellen fallt
unterschiedlich aus. Auffallig ist, dass nach Behandlung mit den genotoxischen Substanzen in den
HepG2 Zellen nur im Falle von Lamivudin eine Verdnderung des CDK5 Levels im Vergleich zur
Kontrolle zu verzeichnen ist. Chloroquin, Nikotin und Phenobarbital fiihren hier zu erhohten
Proteinmengen wahrend dies bei PMA nicht der Fall ist. Die TK6 Zellen reagieren auf die Behandlung
mit genotoxischen Substanzen mit Ausnahme von MNU mit einer gesteigerten Expression der CDKS5.
Dies ist auch nach Behandlung mit Nikotin und Phenobarbital zu beobachten wahrend Chloroquin

und PMA zu niedrigeren Protein-Level fihren.
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Tab. 16: Protein-Expression von P53, P21 und CDK5 in HepG2, TK6 und SH-SY5Y Zellen, I hoch reguliert nach Behandlung,
{ runterreguliert nach Behandlung, O nicht verdandert im Vergleich zur Kontrolle, n=3 biologische Replikate

Etoposid DMBA/BPDE MNU
HepG2 TK6 SH-SY5Y HepG2  TK6 HepG2  TK6
P53 1 T~ 1 P53 1 ™ P53 1 T
p21 1 ™ O p21 1 T p21 1 T
CDK5 O ™~ 1 CDK5 O T CDK5 O J
Paclitaxel Lamivudin Streptonigrin
HepG2 TK6 SH-SY5Y HepG2  TK6 HepG2  TK6
P53 A 9 P53 1 A P53 4
p21 O ™~ 0 p21 1 o] p21 M 0
CDK5 O 9 cDks A CDK5 O 4
Chloroquin Nikotin PMA
HepG2 TK6 SH-SY5Y HepG2  TK6 HepG2  TK6
P53 O o 1M P53 O A P53 | J
p21 O O O p21 O J p21 0
CDK5 v 1 CDK5 1 0 CDK5 O J
Phenobarbital
HepG2  TK6
PS3 O T
p21 0 ™
CcDK5 1 T
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3 Ergebnisse

Ein weiteres Protein der DNA-Schadensantwort stellt pATM dar. Dieses wurde fiir eine Auswahl von
Substanzen in den HepG2 Zellen betrachtet. Die Abbildung 42 zeigt die Ergebnisse dieser
Untersuchungen. Die genotoxischen Substanzen MNU, Etoposid und Streptonigrin fiihren zu einem
deutlichen, einheitlichen Anstieg des Protein-Levels. Eine Behandlung mit PMA oder Phenobarbital

hingegen hat keine Auswirkungen.
a-

absolute Intensitat

Abb. 42: pATM Proteinlevel nach Behandlung mit der LDy, fiir 4 h in HepG2 Zellen; n=3 biologische Replikate; *
=p<0,05; ** =p<0,01; *** = p <0,001, Western Blot mit 15 ug Kernprotein

Zur Validierung der als potentielle Biomarker in Abschnitt 3.2.5 identifizierten Gene TP53INP1 und
XPC, wurden diese auf Protein-Ebene in den HepG2 nach 24 h Behandlung mit der LD,y untersucht.
Abbildung 43, A zeigt die Ergebnisse fir TP53INP1. Hier ist eine schwache Induktion nach Behandlung
mit DMBA, Etoposid, MNU und Lamivudin zu sehen. Die anderen Substanzen haben nur geringfiigige
Auswirkungen auf die Protein-Expression. XPC (Abb. 43, B) zeigt einen statistisch signifikanten
Anstieg nach Behandlung mit Etoposid. MNU, Paclitaxel, DMBA und Chloroquin bewirken lediglich

einen leichten Anstieg des Protein-Levels wadhrend die anderen Substanzen keine Verdanderungen

hervorrufen.
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Abb. 43: TP53INP1 (A) und XPC (B) Proteinlevel nach Behandlung mit der LDy, fiir 4 h in HepG2 Zellen; n=3
biologische Replikate; * = p <0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001, Western Blot mit 30 ug Gesamtprotein
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3 Ergebnisse

3.3.2 P53 Modifikationen

Anhand der P53 Modifikationen lasst sich kein spezifisches Muster flr unterschiedliche
Wirkmechanismen ableiten. Die Tabelle 17 zeigt die Modifikationen nach Behandlung mit der LD,
fir 4 (A) und 24 h (B). Ersichtlich ist, dass konzentrations- (Daten nicht gezeigt) und zeitabhangige
Unterschiede zwischen den Zellsystemen und Substanzbehandlungen bestehen. Einzig die
Phosphorylierung an Serin 15 zeigt eine Diskriminierung zwischen den nicht-genotoxischen und den
genotoxischen Substanzen nach 24 h Behandlung. Nach Behandlung mit den nicht-genotoxischen
Substanzen ist hier sowohl nach 4 h als auch nach 24 h kein erhéhter der Phosphorylierungsstatus zu
sehen. Mit Ausnahme von Streptonigrin und Paclitaxel in den HepG2 Zellen ist nach 24 h eine
verstarkte Phosphorylierung von P53 an Serin 15 zu verzeichnen. Eine erhdhte Phosphorylierung an
den Stellen Serin 15 und Serin 33 verursacht durch ein héheres Proteinlevel von CDK5 in den SH-SY5Y
Zellen ist nicht erkennbar. Auffallig ist, dass in den TK6 Zellen eine verstarkte Phosphorylierung durch
die nicht-genotoxischen Kanzerogene PMA und Phenobarbital an allen Modifikationsstellen mit

Ausnahme von Serin 15 auftritt. In den HepG2 Zellen ist dies nicht der Fall.
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Tab. 17: P53 Modifikationen nach Behandlung mit der LDy, fiir 4 h (A) und 24 h (B); O = keine Veranderung zur Kontrolle;
- = reduzierte Phosphorylierung/Acetylierung; + = erh6hte Phosphorylierung/Acetylierung im Vergleich zur Kontrolle
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A PMA ;::;::I Nikotin Chloroquin MNU S::::t:- DBI::::/ Etoposid Lamivudin Paclitaxel
HepG2 TK6 HepG2 TK6 HepG2 TK6 HepG2 TK6 SYS5Y HepG2 TK6 HepG2 TK6 HepG2 TK6 HepG2 TK6 SY5Y HepG2 TK6 HepG2 TK6 SY5Y
Serl5 0 0 - 0 - - - 0 - + 0 0 + 0 + + + - + + 0 0 -
Thri8 - + 0 + 0 + 0 0O O + 0 + + 0 + - - - + 0 + 0o +
Ser33 - + 0 0 + n.D. 0 0 0 + - n.D. n.D. 0 + + - + + + + 0 0
Serd6 - + 0 0 0 n.D. + 0 - + 0 + + + + 0 - 0 0 + + 0 +
Thr55 0 + 0 + 0 n.D. - 0 0 + 0 + + 0 + + 0 + + 0 - 0 +
Lys382 0 + 0 = 0 0 + = + + 0 + = = 0 + + + 0 + 0 + +
Ser392 - 0 - 0 0 0 0 0 + + - + - - + + + + + 0 0 0 +
Pheno- L . Strepto- DMBA/ . L .
B PMA barbital Nikotin Chloroquin MNU nigrin BPDE Etoposid Lamivudin Paclitaxel

HepG2 TK6 HepG2 TK6 HepG2 TK6 HepG2 TK6 SYS5Y HepG2 TK6 HepG2 TK6 HepG2 TK6 HepG2 TK6 SYS5Y HepG2 TK6 HepG2 TK6 SYS5Y

Serl5 - - 0 0 0 - - 0 + + + 0 + + + + + + + + 0 + +
Thrl8 - + - + 0 + + 0 - + + + 0 + + - + - + + + 0 +
Ser33 0 + + + 0 n.D. + 0 - 0 0 n.D. n.D. 0 + - 0 0 + + + 0 0
Serd6 0 + = + = n.D. 0 = = 0 + = 0 + + 0 + 0 0 + i 0 +
Thr55 - + + + 0 n.D. 0 0 + - + 0 - 0 + + + 0 0 + + 0 +
Lys382 0 + + + 0 + + + + + + + + 0 + - + 0 + + 0 + 0
Ser392 0 + 0 + 0 0 0 + + + 0 0 + 0 - 0 + 0 0 + + + 0
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3 Ergebnisse

3.4 Endpunktanalysen

Um die Auswirkungen der Behandlungen auf die Zellsysteme zu identifizieren wurden Zellzyklus-
Analysen sowie Apoptose-Messungen durchgefiihrt. Beispielhaft sind im Folgenden die Ergebnisse
nach Behandlung mit der LD,y nach 4 h und 24 h, respektive fir Lamivudin nach 24 h und 48 h
aufgefiihrt. Die Behandlungen mit der Konzentration am NOAEL haben in beiden Zellsystemen nur

geringfligige Auswirkungen auf den Zellzyklus und die Apoptoserate.
3.4.1 Zellzyklusuntersuchungen

3.4.11 G1/GO Phase

In den Abbildungen 43, 44 und 45 ist die Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle in den Zellzyklus-Phasen
G1/G0, S und G2/M nach Behandlung mit der LD,y nach 4 h und 24 h in den Zellsystemen HepG2, TK6
und SH-SY5Y dargestellt. Die Behandlung der SH-SY5Y Zellen erfolgte nur mit Etoposid, Paclitaxel und

Chloroquin.
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Abb. 43: G1/GO Phase von HepG2 und TK6 Zellen nach Behandlung mit der LDy fiir 4 h (A und B) sowie fiir 24 h (C und D)
dargestellt als n-faches der Kontrolle; n=3 biologische Replikate; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001
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3 Ergebnisse

Fir die nicht-genotoxischen Substanzen sind bei beiden Konzentrationen in der G1/GO Phase (Abb
43; B,D) beider Zellsysteme nur geringfiigige Anderungen im Vergleich zur Kontrolle zu sehen. Auch
sind nur unerhebliche Unterschiede zwischen HepG2 und TK6 Zellen sichtbar. Bei den genotoxischen
Substanzen treten sowohl Unterschiede nach Behandlung als auch zwischen den Zellsystemen bei
Behandlung mit der gleichen Substanz mit equitoxischen Konzentrationen auf. Nach 4 h Behandlung
mit der LD,y (Abb. 43; A) sind bei MNU, Streptonigrin und DMBA/BPDE keine Anderungen im
Vergleich zur Kontrolle zu sehen. Auch die Zellsysteme zeigen keine unterschiedliche Reaktion auf die
Behandlung. Fiir Etoposid ist in den HepG2 und SH-SYSY Zellen keine Veranderung sichtbar, in den
TK6 Zellen jedoch kommt es zu einer Reduktion der Zellzahl in der G1/G0-Phase auf das 0,5-fache der
Kontrolle. Lamivudin (24 h) fihrt in den HepG2 und TK6 Zellen zu einer verringerten Anzahl an Zellen
im Vergleich zur Kontrolle. Dies ist auch fiir Paclitaxel in allen drei Zellsystemen zu sehen. Die 24 h
Behandlung mit der LD,o (Abb. 43; C) hat starkere Auswirkungen auf die Zellsysteme. Die Behandlung
mit MNU hat eine Reduktion der Zellzahl in der G1/GO0 Phase in beiden Zellsystemen zur Folge. In den
TK6 Zellen erfolgt eine Reduktion auf das 0,25-fache der Kontrolle und ist somit um den Faktor 2
starker ausgepragt als in den HepG2 Zellen. Streptonigrin zeigt bei 24 h Behandlung, wie auch nach 4
h Behandlung, mit der LD,g keinen Effekt in beiden Zell-Linien wiahrend nach DMBA/BPDE ein leichter
Abfall zu sehen ist. Etoposid zeigt nicht nur in den TK6 Zellen einen Effekt, sondern fihrt auch in den
HepG2 Zellen zu einer Reduktion der Anzahl der Zellen in der G1/GO Phase auf ein mit den TK6 Zellen
vergleichbares Level (ca. 0,5-faches der Kontrolle). In den SH-SY5Y Zellen befindet sich hier eine
statistisch signifikant hohere Anzahl an Zellen in der G1/GO Phase. Lamivudin (48 h) zeigt an diesem
Zeitpunkt in den TK6 Zellen keine Verdanderung wahrend in den HepG2 Zellen die Zellzahl auf das 0,5-
fache im Vergleich zur Kontrolle abféllt. Dieser Effekt ist etwas schwacher ausgepragt auch nach
Paclitaxel-Behandlung zu beobachten. In allen drei Zellsystemen ist ein Abfall zu sehen, in den HepG2

Zellen jedoch starker als in den TK6 und SH-SY5Y.
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3.4.1.2 S-Phase
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Abb. 44: S-Phase von HepG2 und TK6 Zellen nach Behandlung mit der LDy, fir 4 h (A und B) sowie fiir 24 h (C und D)
dargestellt als n-faches der Kontrolle; n=3 biologische Replikate; * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001

Betrachtet man die Zellen, welche sich in der S-Phase des Zellzyklus befinden, so erkennt man auch
im Falle der nicht-genotoxischen Substanzen (Abb. 44; B,D) Verdnderung nach Behandlung mit der
LD,y nach 4 und 24 h. Auch sind Unterschiede zwischen den Zellsystemen zu sehen. PMA,
Phenobarbital und Chloroquin fiihren nach 4 h (Abb. 44; B) zu einer Erhohung der Zellzahl in den
HepG2 Zellen. In den TK6 Zellen ist dieser Effekt lediglich nach Chloroquin-Behandlung zu sehen und
tritt etwas schwacher ausgepragt auch in den SH-SY5Y Zellen auf. Nikotin hingegen hat nur einen
Anstieg der Zellzahl in den TK6 Zellen zur Folge. Im Falle von Phenobarbital ist in den TK6 Zellen eine
verringerte Anzahl an Zellen in der S-Phase zu finden. 24 h nach Behandlung (Abb. 44; D) zeigen
lediglich die HepG2 Zellen eine Reaktion auf die Chloroquin-Behandlung. Hier befinden sich im
Vergleich zur Kontrolle weniger Zellen in der S-Phase. PMA, Phenobarbital und Nikotin fiihren in

keiner der beiden Zellsysteme zu Veranderungen.

Die genotoxischen Substanzen haben in der S-Phase gréRtenteils unterschiedliche Auswirkungen auf
die Zellsysteme. MNU, Streptonigrin, DMBA und Paclitaxel fiihren in den HepG2 Zellen nach 4 h
Behandlung (Abb. 44; A) nur zu geringfligigen Verdnderungen im Vergleich zur Kontrolle. Dies trifft

auch auf Streptonigrin in den TK6 Zellen zu, wahrend MNU und Paclitaxel hier zu einer verringerten
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Zellzahl in der S-Phase fuihren und BPDE einen S-Phase Arrest hervorruft. Der S-Phase Arrest ist auch
nach Behandlung mit Lamivudin (24 h) in beiden Zellsystemen, sowie in den SH-SY5Y Zellen nach
Paclitaxel-Behandlung zu sehen. Etoposid hat in allen drei Zellsystemen einen Anstieg der Zellzahl in
der S-Phase zur Folge. In den HepG2 Zellen ist dieser Effekt am starksten, in TK6 und SH-SY5Y etwas

schwacher ausgepragt.

In Abb. 44, C und D sind die Ergebnisse fir die 24 h Behandlung zu sehen. MNU verursacht hier in
den TK6 Zellen einen S-Phase Arrest, welcher in den HepG2 Zellen nur geringfligig ausgepragt ist.
Streptonigrin und Lamivudin zeigen nahezu keine Unterschiede im Vergleich zur Kontrolle, sowie
auch im Vergleich zwischen TK6 und HepG2 Zellen. DMBA in den HepG2; respektive BPDE in den TK6;
fUhrt in beiden Féllen zu einer leichten Erhéhung der Zellzahl in der S-Phase. Nach Behandlung mit
Etoposid weisen die drei Zellsysteme deutliche Unterschiede auf. Wahrend in den HepG2 Zellen
vermehrt Zellen in der S-Phase vorhanden sind, ist die Zellzahl in den TK6 Zellen stark verringert und
in den SH-SY5Y Zellen im Vergleich zur Kontrolle nicht verdandert. Die Behandlung mit Lamivudin und
Paclitaxel hat in den HepG2 Zellen eine Reduktion der Zellzahl zur Folge, wahrend in den TK6 Zellen
keine Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle sichtbar sind. In den SH-SY5Y Zellen hingegen fiihrt

Paclitaxel zu einer erhohten Anzahl an Zellen in der S-Phase.

3.4.1.3 G2/M Phase
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Abb. 45: G2/M-Phase von HepG2 und TK6 Zellen nach Behandlung mit der LDy, fiir 4 h (A und B) sowie fiir 24 h (C und D)
dargestellt als n-faches der Kontrolle; n=3 biologische Replikate; * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** = p < 0,001
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Abb. 45 (A-D) zeigt die Veranderungen innerhalb der G2/M-Phase des Zellzyklus. Eine Behandlung fiir
4 h mit der LD,, (Abb. 45; A) von MNU, Streptonigrin und DMBA respektive BPDE hat keine
Auswirkungen in beiden Zellsystemen. Etoposid fiihrt in HepG2 Zellen zu einer verringerten Zellzahl,
in TK6 Zellen jedoch zu einer Erhéhung der Zellzahl in der G2/M-Phase, wahrend in den SH-SY5Y
keine Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle auftreten. Nach Behandlung mit Lamivudin sind
keine Anderungen in den TK6 Zellen zu verzeichnen, obgleich in HepG2 Zellen eine gréRere Zellzahl
gemessen wurde. Die erhéhte Zellzahl ist auch nach Behandlung mit Paclitaxel zu sehen. Hier ist der

Effekt in HepG2 und TK6 Zellen, nicht jedoch in den SH-SY5Y zu beobachten.

Die Behandlung mit den nicht-genotoxischen Substanzen (Abb. 45; B) zeigt auch hier Auswirkungen.
Nach der Behandlung mit Chloroquin sind die deutlichsten Effekte zu sehen. In den HepG2 Zellen
fuhrt diese zu einer Reduktion der Zellzahl auf das 0.5 fache der Kontrolle und auch in den TK6 und
SH-SY5Y Zellen ist eine leichte Reduktion sichtbar. Nikotin hingegen flihrt nur in den HepG2 Zellen zu
einem Ansteigen der Zellzahl. Dies ist fir die Behandlung mit Phenobarbital in den TK6 Zellen zu
sehen, wahrend ein leichter Riickgang der Zellzahl in den HepG2 Zellen zu verzeichnen ist. Eine
Behandlung mit PMA hat in beiden Zellsystemen einen leichten Anstieg der Zellzahl zur Folge. Diese
Effekte relativieren sich im Falle der nicht-genotoxischen Substanzen nach 24 h Behandlung
(Abb. 45; D). Hier ist in den HepG2 und TK6 nur eine leicht, nicht signifikante Varianz im Vergleich zur
Kontrolle zu verzeichnen. Einzig nach Behandlung mit Chloroquin in den SH-SY5Y Zellen ist eine

Reduktion der Zellzahl in der G2/M-Phase zu verzeichnen.

Nach Behandlung mit den genotoxischen Substanzen (Abb. 45; C) hingegen sind weitere
Veranderungen sichtbar. MNU, Lamivudin und Paclitaxel fihren in den HepG2 Zellen zu einem
deutlichen Anstieg der Zellzahl (zwei - dreifach im Vergleich zur Kontrolle). Hier ist in den TK6 Zellen
keine Anderung zu verzeichnen. Werden die SH-SY5Y Zellen mit Paclitaxel behandelt, so kommt es
wie auch in den HepG2 Zellen zu einem Anstieg der Zellzahl. Etoposid fiihrt in den drei Zellsystemen
zum Anstieg der Zellzahl, wahrend nach Streptonigrin und DMBA respektive BPDE Behandlung in

beiden Zell-Linien keine Veranderungen zu sehen sind.
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3.4.2 Apoptose

Ein weiterer flr die Stressantwort entscheidender Endpunkt stellt die Apoptoserate dar. In Abbildung
46 (A-D) sind die SubG1 Fraktionen der Zellzyklusuntersuchungen als Indiz fiir die prozentuale Anzahl
an Zellen in der Apoptose fiir die drei Zellsysteme dargestellt. 4 h Behandlung mit der LD,y mit den
genotoxischen Substanzen, mit Ausnahme von MNU, fiihren in den HepG2 Zellen zu einem leichten
Anstieg der Apoptoserate, wahrend dies in den TK6 und SH-SY5Y Zellen nicht zu beobachten ist.
Einzig Lamivudin und Paclitaxel haben einen im Vergleich zu den HepG2 und SH-SY5Y Zellen
statistisch signifikant hohere Apoptoserate zur Folge. Nach 24 h Behandlung zeigen MNU, Etoposid
und Paclitaxel in beiden respektive den drei Zell- Systemen einen Anstieg der Anzahl apoptotischer
Zellen, jedoch in unterschiedlich starker Auspragung. Streptonigrin und DMBA/BPDE haben hier
keinen Anstieg zur Folge wahrend Lamivudin nur in den TK6 Zellen zur Apoptose fiihrt. Im Falle der
nicht-genotoxischen Substanzen zeigen die TK6 Zellen keine erhohte Apoptoserate nach
vierstiindiger Behandlung. Erst nach 24 h, mit Ausnahme von Chloroquin, zeigen sich mehr
apoptotische Zellen. Mit Chloroquin ist in den HepG2 und SH-SY5Y Zellen sowohl nach 4 h als auch
nach 24 h Behandlung eine gesteigerte Apoptoserate zu sehen. Wie auch Chloroquin zeigt
Phenobarbital in den HepG2 Zellen nach 4 h Behandlung einen Anstieg der apoptotischen Zellen.

Dieser Effekt ist nach 24 h Behandlung nicht mehr zu sehen. PMA hat nach 24 h Behandlung eine

erhohte Apoptoserate in den HepG2 Zellen zur Folge wahrend Nikotin und Phenobarbital hier keinen

Effekt zeigen.
4 [ [ ] ] . [T 4 1 ] ' ]
: ! ' i1 1 Elvepc2 ! ' ! Hl HepG2
2 ' ' ' ' ' 2 ' ' '
> ] ] ] ] ] DOCRIT 3 ' ' ' >OC RIS
= ] ] ] ] ' = 34 ] [} ]
= ] ' ' ] ' I s+-svsy = ' ' ' HENN sH-SY5Y
o 1 ] ] ] ' ) ] ' ]
~ ' ] ' ' ' ~ ' ' ]
- ' ] ' ' ' ~ ' ' ]
L 1 1 ] ] ' o 24 ] | ]
o ' ' ' ] ' o ' ' '
» ' ] ' ' ' » ' ' '
w ' ' ' ' ' o ' ' '
-5 ] ] ' ! ' < ' ' ]
o 1 1 “ g e 17 = ol]-1-| - T - ~[of r - - =]
- ] 1 ] 1 ] .- Ol o] 1 Ol o]
c ] ] ] ] ' é o] o] 1 ol o)
] 1 ] ] ] Ol S K Ol X
] 1 ] 1 ] 0 o] 1 SN Ol o]
N .
¢Y <&@ o8 &
] Ol & N
0 ~ <©
4 o
o N
& N
C 151
157
B oo | IR
o e =3 ks E=d k6
1 HENH SH-SYSY

10 I s+ -svsy

n-faches der Kontrolle

[ P S

n-faches der Kontrolle

104

0100000000

0:00'-!

0 0-
\s & 3
S O & @ & & & &
+ Q N >
<& & 0 o Q) -2 < Qb ey
o ) o & B ©® ) ©
& B & o Q K “\o
. <« 0@ & <@ I

Abb. 46: SubG1 Fraktion von HepG2 und TK6 Zellen nach Behandlung mit der LDy, fiir 4 h (A und B) sowie fiir 24 h (C und D)
dargestellt als n-faches der Kontrolle; n=3 biologische Replikate; * = p < 0,05; ** = p <0,01; *** =p < 0,001



4 Diskussion

4 Diskussion

Genotoxische Eigenschaften von pharmazeutischen Produkten stellen ein potentielles Risiko fiir die
Krebsentstehung und damit eine ernste Gefahr fir den Anwender dar. Um diese Gefahr zu
beurteilen, ist eine Testung unabdingbar. Die hierfiir zur Verfligung stehenden in vitro Test-Systeme
sind jedoch nicht ausreichend, um eine umfassende Gefahrdungsbeurteilung vornehmen zu kénnen.
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde dieses Problem adressiert und nach Moglichkeiten
gesucht, Wirkmechanismus-spezifische Signaturen zur Charakterisierung der genotoxischen
Eigenschaften von Substanzen zu identifizieren. Nach Exposition mit Substanzen aus den
Substanzklassen Genotoxine, nicht-genotoxische Kanzerogene und nicht-Kanzerogene wurden
Genexpressionsprofile, Zellzyklusverdanderungen, Apoptoserate, P53 Phosphorylierung und

Expression von Schliisselproteinen der Stressantwort in drei Zellsystemen verglichen und analysiert.
4.1 Charakterisierung der Zellsysteme

Initial ist es notwendig die zelltoxische Wirkung der Substanzen in den Zellsystemen zu untersuchen
und Konzentrationen sowie Zeitpunkte fiir die Behandlung zu definieren. Mittels COMET-Assay und
Mikrokerntest erfolgte die Abschatzung des genotoxischen Potentials der eingesetzten Substanzen.
Diese beiden Testsysteme sind im automatisierten Substanz-Screening in der pharmazeutischen
Industrie weit verbreitet und der Mirkokerntest ist Bestandteil der regulatorischen

Standardtestbatterie. Bereits hier werden Limitationen dieser Tests sichtbar.

In TK6 Zellen, einem in der Genotoxizitidtstestung weit verbreiteten Zell-System, fiihrt die
Behandlung mit den Genotoxinen DMBA, Lamivudin und Paclitaxel nicht zu dem erwarteten
positiven Ergebnis im COMET-Assay. Im Falle von DMBA lasst sich dies durch eine fehlende
metabolische Aktivierung begriinden. TK6 Zellen sind nicht in der Lage Prokanzerogene wie z. B.
Benzo(a)pyren zu toxifizieren [127] und machen somit den Einsatz von S9-Leberextrakt notwendig.
Dieser ist jedoch zytotoxisch und hat Einfluss auf die Expression vieler Gene [13, 57]. Der Einsatz von
S9-Leberextrakt ist somit kritisch zu betrachten. Dies zeigt die Grenzen von TK6 Zellen als Zellsystem
in der Testung auf. Lamivudin zeigt im COMET-Assay keine genotoxische Wirkung, da lediglich eine
Stunde mit der Substanz behandelt wird und Lamivudin aufgrund seines Wirkmechanismus eine
langere Zeit braucht, um seine Wirkung zu entfalten. Im Falle von Paclitaxel, welches als Aneugen
wirkmechanismus bedingt keine DNA-Strangbriiche erzeugt, kann im COMET-Assay keine
genotoxische Wirkung nachgewiesen werden. Sowohl in den TK6 als auch den SH-SY5Y Zellen sind

keine Strangbriiche sichtbar.
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Die genotoxische Wirkung von PMA hingegen ist unerwartet. In vorrausgegangen Untersuchungen an
HepG2 Zellen ist keine strangbrechende Wirkung im COMET-Assay detektiert worden. Mechanistisch
koénnte dies auf durch PMA hervorgerufenen, oxidativen Stress zuriickzufiihren sein. PMA aktiviert
die PKC [28], welche unter anderem (ber die Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)
Oxidase die Bildung von ROS verursacht [102]. Die Bildung von ROS wurde hier auch direkt durch
PMA Behandlung von humanen peritonealen Mesothel-Zellen gezeigt. Dass dieses Phanomen in
HepG2 Zellen nicht auftritt kdnnte durch die schnelleren Metabolisierung des PMA im Vergleich zu
den TK6 Zellen aufgrund der starkeren metabolischen Kompetenz der HepG2 Zellen begriindet sein.
Durch die Zugabe eines Antioxidants oder S9-Leberextrakt kénnte diese Hypothese Uberpriift

werden. Alle anderen Substanzen zeigen die erwarteten Effekte im COMET-Assay.

Um diese Ergebnisse zu verifizieren und falsch negative Ergebnisse zu identifizieren, wurde der
Mikrokerntest durchgefiihrt. Hier ist durch die nach der Behandlung nachgeschaltete Erholungs-
phase, sowie die Erkennung numerischer Aberrrationen, ein Effekt im Falle der im COMET-Assay
negativen Substanzen zu erwarten. Durch die Behandlung mit Paclitaxel und Lamivudin wird in den
TK6-Zellen tatsachlich die Bildung von Mikrokernen induziert wahrend PMA keinen Effekt zeigt. Dies
stimmt mit den Ergebnissen aus den HepG2 Zellen (iberein. DMBA zeigt aufgrund der fehlenden

metabolischen Aktivierung keinen Effekt in den TK6 Zellen.

Um sowohl direkte, als auch zeitlich verzogerte Effekte in den Folgeuntersuchungen erfassen zu
kénnen wurden die Behandlungszeitpunkte auf 4 h und 24 h festgelegt. Behandlungszeitraume von
4 h und 24 h werden standardmaRig in den meisten in vitro Saugerzelltests und auch in einer Vielzahl
von Genexpressions-Studien verwendet, was die Vergleichbarkeit der in dieser Arbeit erhaltenen
Ergebnissen mit anderen publizierten Studien erhdht. Als Konzentrationen wurden das no observed
adverse effect level (NOAEL) und LD,, gewéhlt. Die Uberlagerung der Stressantwort durch andere
Prozesse wird somit vermieden. Des Weiteren wird sekundaren genotoxischen Effekten auf Basis von
starker Zytotoxizitdt vorgebeugt. Die im XTT-Assay ermittelten Konzentrationen zeigen, dass die
Zellsysteme im Hinblick auf die Sensitivitat starke Unterschiede aufweisen. Die Sensitivitat des
Zellsystems ist jedoch auch abhdngig von der eingesetzten Substanz. Eine generelle Einteilung der
Zellsysteme entsprechend der Sensitivitdt gegenliber den eingesetzten Substanzen ist somit nicht
moglich. In Bezug auf die genotoxischen Substanzen weisen die TK6 Zellen im Vergleich zu den
HepG2 Zellen eine héhere Sensitivitat auf. Die Wahl der Behandlungs-Konzentrationen auf Basis der
Zytotoxizitat wird in einer Studie von Li et al. (2015) kritisch betrachtet. Hier wird eine systematische
Dosis-Auswahl anhand der Expression von drei Genen der Stress-Antwort, ATF3, GADD45A und
CDKN1A, empfohlen [106].
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4.2 Genexpressionsanalyse

4.2.1 Differentiell exprimierte Gene

Um potentielle Unterschiede zwischen den Zellsystemen deutlich zu machen, wurde zunéachst die
Anzahl und die Schnittmenge von durch die Behandlung regulierten Genen verglichen. Die Anzahl der
differentiell exprimierten Gene (DEG) ist hierbei deutlich unterschiedlich sowie auch die
Schnittmenge der regulierten Gene. Studien, in denen die Expressionsprofile verschiedener
Zellsysteme verglichen werden, existieren nur wenige. Eine dieser Studien zeigt die unterschiedliche
Expression sowohl vor als auch nach Behandlung von HepG2, HepaRG und primaren Hepatozyten mit
Alfatoxin B1 und Benzo(a)pyren. Die Schlussfolgerung der Autoren besagt, dass die Expression vor
Behandlung grundlegend unterschiedlich ist und auch bei der Reaktion der Zellsysteme nach
Behandlung Unterschiede bestehen [79]. Auch in den in dieser Arbeit untersuchten Zellsystemen
existieren Abweichungen in Bezug auf Anzahl der DEG und der Schnittmenge in HepG2 und TK6

Zellen.

Eine initiale Betrachtung der Ahnlichkeit zwischen den Substanzen in einer hierarchical cluster
analysis (HCA) erbrachte kein zufriedenstellendes Ergebnis in Bezug auf die Trennung von
genotoxischen und nicht-genotoxischen Substanzen. In beiden Zellsystemen ergaben sich heterogene
Gruppen und Untergruppen. Dies zeigt, dass eine Auswahl an Genen fiir die Diskriminierung der
Substanzen notwendig ist. Die Einschatzung wird in einer Studie von Ellinger-Ziegelbauer et al.
bestatigt [47]. Die Auswahl der Gene ist komplex und unterliegt zudem der Schwierigkeit, dass die
Genauswahl auch gegen die auftretenden pleiotropen Effekte nach Behandlung diskriminieren muss
[105, 215]. Eine umfangreiche Studie in TK6 Zellen ermittelte anhand der Genexpressionsprofile von
28 Substanzen verschiedener Wirkmechanismen 65 Gene, welche die Diskriminierung von direkten-
und indirekten Genotoxinen sowie nicht-genotoxischen Substanzen erméglichen sollen [105, 106].
Wendet man diese Klassifizierungsgene auf die generierten Datensatze an, so wird deutlich, dass
diese abhangig von Zeit, Konzentration und Zellsystem unterschiedlich gut fir die Diskriminierung
geeignet sind. In HepG2 Zellen, also einem anderen als dem in der zitierten Studie verwendeten
Zellsystem, wird das beste Ergebnis nach 24 h Behandlung mit der LD,, erzielt. PMA und
Phenobarbital als nicht-genotoxische Kanzerogene bilden eine Untergruppe, mit starker Ahnlichkeit
zum nicht kanzerogenen Nikotin. Die direkt DNA-schadigenden Substanzen DMBA, Streptonigrin, und
MNU bilden eine weitere Untergruppe aus. Getrennt hiervon sind die indirekt genotoxischen
Substanzen Etoposid, Paclitaxel und Lamivudin zu finden. Chloroquin als nicht-Kanzerogen wird
ebenfalls dieser Untergruppe zugeordnet. Dies konnte auf die durch Chloroquin induzierten ROS

zurlick zu fiihren sein [49].
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Die gute Diskriminierung zeigt, dass die Festlegung der Konzentrationen anhand der Zytotoxizitat
gleichwertig ist zu der von Li et al. (2015) vorgeschlagenen Auswahl anhand der Reaktion der Stress-
Antwort-Gene. Die Beflirchtung von Li et al. (2015), dass die transkriptionelle Antwort aufgrund von
Uber- oder Unter-Dosierungen zu schwach sein kénnte, wird nicht bestéitigt. Dies trifft dagegen auf
die Konzentration am NOAEL zu. Die hierdurch erzielte Expressionsantwort ist nicht aussagekraftig
und lasst in beiden Testsystemen keine zuverldssige Diskriminierung zu. Die Wahl des Zeitpunktes in
der Studie von Li et al. (2015) basiert auf der Annahme, dass friihe Genexpressions-Anderungen
charakteristisch fur den initialen Schaden sind und nicht durch nachfolgende molekulare Prozesse
beeinflusst werden [47]. Dies bestatigt sich in den hier untersuchten HepG2 Zellen nicht. Auch in den
Experimenten in TK6 Zellen, welche auch in der Studie von Li et al. (2015) verwendeten wurden, zeigt
sich eine bessere Diskriminierung durch die Klassifizierungsgene nach einer Behandlung fiir 24 h. Eine
Trennung der nicht-genotoxischen Kanzerogene von den nicht-Kanzerogenen ist nicht darstellbar.
Die indirekt genotoxischen Substanzen Etoposid, Lamivudin und Paclitaxel weisen hier eine starke
Ahnlichkeit mit den direkt genotoxischen Substanzen BPDE und MNU auf. Eine Diskriminierung
zwischen diesen beiden Wirkmechanismen ist somit im Gegensatz zu den HepG2 Zellen ebenfalls
nicht moglich. Eine Verbesserung konnte moglicherweise durch die systematische Dosisoptimierung

wie in der Studie von Li et al. (2015) erzielt werden.

4.2.2 Gene Set Enrichment Analysis

Die gene set enrichment analysis (GSEA) wurde genutzt um potentielle Wirkmechanismus-assoziierte
Unterschiede zwischen den Substanzen zu zeigen, um so zuséatzliche Informationen fiir eine
Diskriminierung nach dem Wirkmechanismus zur Verfligung zu haben. Eine Analyse auf Ebene der
GO-terms zeigte jedoch, dass zwar Stressantwort-spezifische GO-terms reguliert sind, jedoch keine
Diskriminierung zwischen direkt- und indirekt genotoxischen Substanzen moglich ist. DNA-Reparatur,
Stressantwort, Apoptose und Zell-Zyklus assoziierte GO-terms sind in diesen Fallen fir alle
Substanzen identifiziert worden. Dies macht deutlich, dass eine GO-term Analyse in diesem
Zusammenhang lediglich dariiber Auskunft gibt ob ein DNA-Schaden vorliegt oder nicht. Den DNA-
Schaden genauer einzugrenzen, ist hierbei aber nicht moglich, da in den meisten GO-terms zur DNA-
Schadensanwort Uberschneidungen bei den enthaltenen Genen vorliegen bzw. durch pleitrope
Eigenschaften vieler involvierter Gene diese in mehreren GO-terms vorhanden sind. Somit ist durch
diese Form der Analyse kein Mehrgewinn an Informationen zu verzeichnen. Diese Einschatzung wird
in einer Studie von Godderis et al. (2012), in der 15 genotoxische Substanzen mit unterschiedlichsten
Wirkmechanismen untersucht wurden, bestatigt. Hier konnte keine Diskriminierung zwischen den
Mechanismen erzielt werden [57]. Als Grund hierflir wird angenommen, dass keine robusten

Verinderungen auf Ebene der umfassenden Genexpressions-Anderungen nach Behandlung mit
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mutagenen Substanzen auftreten. Auch die in dieser Arbeit erhobenen Daten fiir die nicht-
genotoxischen Kanzerogene und die Nicht-Kanzerogene zeigen keine systematischen Unterschiede in

der GO-Analyse.

4.2.3 Master Regulators

Die Identifikation von master regulators (MR) ist in der Literatur im Bereich toxikogenomischer
Ansatze fiur die Risikobewertung in der in vitro Testung auf Genotoxizitdt nicht zu finden. In der
vorliegenden Arbeit wurde diese Methode verwendet, um Ubergeordnete Gene zu identifizieren,
welche das verdanderte Expressionsprofil erklaren. Diese konnten potentiell interessante Kandidaten
flr die Diskriminierung der Substanzen nach dem Wirkmechanismus sein. Betrachtet man die Anzahl
der identifizierten MR, werden erneut die Unterschiede zwischen den Zellsystemen deutlich. Welche
und wie viele MR identifiziert werden konnten, war zudem zeit- und konzentrationsabhangig. Dies
wiederum unterstitzt die Vorgehensweise von Li et al. (2015), die Behandlungs-Dosis von der
Expression der Gene ATF3, GADD45A und CDKN1A abhdngig zu machen, um einheitliche,
vergleichbare Expressionsantworten zu erhalten. Diese drei Gene wurden auch in den in dieser
Arbeit durchgefiihrten MR-Analysen fir genotoxische und nicht-genotoxische Substanzen
identifiziert. Hierbei ist GADD45A ausschliellich nach Behandlung mit genotoxischen Substanzen
reguliert, wahrend die anderen beiden sowohl bei genotoxischen als auch nicht-genotoxischen
Substanzen reguliert waren. In einer Studie von Hastwell et al. (2009) mit 75 untersuchten
Substanzen zeigte GADD45A eine Sensitivitdt von 87 % sowie eine Spezifitdt von 95 % [67] und

scheint somit ein robuster Marker fiir Genotoxizitat zu sein.

Anhand der hier identifizierten MR lasst sich aber keine Diskriminierung von Wirkmechanismen
vornehmen und auch nicht-genotoxische Kanzerogene zeigen keine Mechanismus-assoziierten
Unterschiede zu Nicht-Kanzerogenen. Als Indikator fiir Genotoxizitdit konnte in diesen
Untersuchungen TP53INP1 identifiziert werden. Dieser ist ein Kofaktor fiir die transkriptionelle
Aktivitat von P53 fir anti-proliferative sowie pro-apoptotische Zielgene wie beispielsweise p21 [145,
169]. Die Relevanz der identifizierten MR konnte Uber die Generierung von Netzwerken gezeigt
werden. Innerhalb dieser Netzwerke sind die MR fir eine Vielzahl der differentiell sowie auch
konstitutiv exprimierten Gene verantwortlich. Die MR selbst sind alle nach Behandlung differentiell
exprimiert. Dies bestarkt ihre Relevanz im Zuge der Stressantwort. Hierbei ist offensichtlich, dass P53

sowohl in der DNA-Schadensantwort als auch der generellen Stressantwort eine zentrale Rolle spielt.

Betrachtet man die im Folgenden generierten Protein-Interaktions-Netzwerke, so wird die
funktionelle Interaktion der im MR-Netzwerk befindlichen Gene noch deutlicher. Das Beispiel der

Expressionsantwort bei der LD,g von Etoposid in den HepG2 Zellen zeigt, dass 98 % der im MR-
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Netzwerk befindlichen Gene Interaktionen im Protein-Netzwerk aufweisen. Hier sind zahlreiche
Proteine der DNA-Schadensantwort enthalten. Dies trifft auch auf die anderen Substanzen in den
beiden Zellsystemen zu, jedoch werden hier andere Proteine der DNA-Schadensantwort
angesprochen. Dies bedeutet, dass anhand der in den Netzwerken befindlichen, nach Behandlung
regulierten Gene Unterschiede zwischen genotoxischen Wirkmechanismen erkennbar sind. Um diese
Hypothese zu bestatigen, missten Substanzen mit gleichen Wirkmechanismen im Detail verglichen
werden. Stimmen die Gene fiir gleich wirkende Substanzen lberein und weisen Unterschiede zu
andersartig wirkenden Substanzen auf, so wirde dies eine Strategie zur bisher nicht erreichten
Diskriminierung verschiedener genotoxischer Mechanismen darstellen. Diese Untersuchungen
konnten jedoch aufgrund mangelnder Kapazitdten nicht durchgefiihrt werden und sollten in einem

weiteren Projekt adressiert werden.

4.2.4 Eigene Diskriminatoren

Fiir die Erstellung von Diskriminatoren existieren verschiedene Strategien. Ein Ansatz ist die nearest
shrunken centroid Methode [195]. Hierbei wird eine Gruppe von Genen identifiziert, welche eine
Klasse am besten reprasentiert. Diese Methode wurde in einigen Studien zur Ermittlung von
Klassifizierungsgenen fir genotoxische und nicht-genotoxische Substanzen angewendet und
ermoglicht deren Diskriminierung [78, 106, 122]. Anwendbar ist diese Methode fiir eine Vielzahl von
Charakterisierungs-Problemen [195]. Welche Gene hier verwendet werden, bleibt dem Anwender
jedoch selbst tiberlassen. Notwendige Grundlage fiir die erfolgreiche Nutzung dieser Methode ist die
Verwendung von Daten aus einem Trainingsset, um Uber ein Validierungsset die Qualitdt der
Zuordnung zu einer Gruppe zu Uberprifen. Eine Anwendung, welche die nearest shrunken centroid
Methode mit der Vorhersage von Eigenschaften verbindet, und auch in einigen Studien verwendet
wurde, ist die Prediction Analysis for Microarrays (PAM) der Universitat Stanford. Da (iber diese
Methode bisher keine Erfolge in Bezug auf die Zuordnung verschiedener Wirkmechanismen
publiziert wurden und in der vorliegenden Arbeit nicht mehrere Substanzen mit gleichem
Wirkmechanismus zur Verfiigung standen, wurde diese Methode nicht weiter verfolgt. Dennoch ist
die Analyse des generierten Datensatzes mittels PAM ein sinnvoller Ansatz, um weitere

Informationen zu generieren und sollte in Zukunft noch durchgefihrt werden.

Um dennoch aus diesem Datensatz Diskriminatoren zu identifizieren, die zusatzlich Aufschluss Uber
den Wirkmechanismus geben und nicht Zellsystem-spezifisch sind, wurde ein eigener Ansatz
entwickelt. Die Auswahl der Gene ist unter 3.2.4 erlautert. Aus diesen Analysen resultierten 61
Klassifizierungsgene, wovon lediglich 4 auch in der Studie von Li et al. (2015) verwendet wurden. 29
davon wiesen in einer Protein-Interaktionsanalyse direkte Beziehungen untereinander auf. Dass nicht

alle Proteine direkte Beziehungen aufweisen, zeigt, dass die Gene unterschiedlichen Funktionen
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zugeordnet werden konnen und somit die Chance besteht eine Diskriminierung nach
Wirkmechanismus zu erhalten. Mit diesen 61 Klassifizierungsgenen wurde eine HCA fir TK6 und
HepG2 Zellen fiir jede Konzentration und jeden Zeitpunkt durchgefiihrt. In den HepG2 Zellen zeigt
sich das beste Ergebnis nach 24 h Behandlung mit der Konzentration am NOAEL. Hier liegen die nicht
Kanzerogene Chloroquin und Nikotin abgegrenzt von den nicht-genotoxischen Kanzerogenen
Phenobarbital und PMA vor. Eine weitere Gruppe bilden die genotoxischen Substanzen. Dieser
Ansatz erreicht somit zusatzlich zu der in vielen anderen Studien gezeigten Diskriminierung von nicht-
genotoxischen und genotoxischen Substanzen die Unterscheidung von nicht-kanzerogenen,
zytotoxischen Substanzen und nicht-genotoxischen Kanzerogenen. Um diese Hypothese zu
bestadtigen misste ein Substanz-Set mit weiteren Substanzen unterschiedlicher Wirkmechanismen
mittels dieser Klassifizierungsgene zum Beispiel Gber PAM eingeordnet werden. Da PMA und
Phenobarbital einen deutlich unterschiedlichen Wirkmechanismus aufweisen, bestehen Chancen,

dass auch Substanzen mit anderen Wirkmechanismen korrekt eingestuft werden wiirden.

Etoposid und Streptonigrin stellen hier eine weitere Untergruppe dar. Die Gemeinsamkeit dieser
Substanzen ist die Inhibition der Topoisomerase Il [216, 221]. Streptonigrin vermittelt seine
genotoxische Wirkung jedoch Uber weitere Mechanismen (siehe Abschnitt 1.7.5), so dass nur
teilweise der gleiche Wirkmechanismus vorliegt. Auch Paclitaxel und DMBA bilden eine Untergruppe
aus. Diese beiden Substanzen weisen nicht vergleichbare Wirkmechanismen auf. Im Umkehrschluss
kann also davon ausgegangen werden, dass Substanzen mit gleichen Wirkmechanismen diesen nicht
oder nur bedingt zugeordnet werden konnen. Dennoch wird Paclitaxel als Spindelinhibitor, die in der
Studie von Li et al. (2015) als nicht-genotoxisch eingestuft wurden, hier als indirekt-genotoxisch
klassifiziert. Lamivudin und MNU bilden in dieser Analyse eigene Untergruppen. Um die Validitat
dieser Pradiktions-Gene zu ermitteln, misste eine weitere Analyse mit einem erweiterten Substanz-
Set erfolgen. Eine Einschatzung, ob die durch Li et al. (2015) publizierten Klassifizierungsgene oder
die anhand des vorliegenden Datensatzes ermittelten ein besseres Ergebnis liefern, ldsst sich

aufgrund der Datenlage nicht prognostizieren.

In den TK6 Zellen stellt sich die Situation etwas anders dar. Mit den Klassifizierungsgenen von Li et al.
(2015) lassen sich in den TK6 Zellen genotoxische und nicht-genoxtische Substanzen trennen,
wahrend dies mit den eigenen Klassifizierungsgenen unabhdngig von Zeitpunkt und Konzentration
nur bedingt moglich ist. Die Unterschiede in der Klassifizierung der Substanzen in den TK6 und HepG2
Zellen mittels der eigenen Klassifizierungsgene zeigen, dass Zellsystem unabhangige
Klassifizierungsgene nicht identifiziert werden konnten. Dennoch sind sie vielversprechend in Bezug
auf die HepG2 Zellen. Um diese Hypothese zu stiitzen, wurden die Klassifizierungsgene mit den

Genen der identifizierten MR-Netzwerke verglichen. Hierbei sind nur geringfiigige Uberlappungen
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sichtbar. Dadurch, dass die Stressantwort in den MR-Netzwerken aber fiir jeweils die genotoxischen
und die nicht-genotoxischen Substanzen dhnlich aussieht, ist diese geringe Uberlappung von Vorteil
in Bezug auf die Diskriminierung von unterschiedlichen Wirkmechanismen. Die Klassifizierungsgene
sind somit unabhingig von der oft erheblichen Uberlappung der transkriptionellen Antwort von
verschiedensten Substanzen [106]. Dass sie dennoch biologische Relevanz in Bezug auf die
Stressantwort haben, zeigt das Protein-Interaktions-Netzwerk der Gene der MR-Netzwerke und der
61 Klassifizierungsgene. Hier sind diese Gene durch zahlreiche Interaktionen miteinander verknipft.
Aufféllig hierbei ist, dass genotoxische Substanzen nur ein Cluster ausbilden, wahrend die nicht-
genotoxischen Substanzen zwei Protein-Cluster zeigen. Ein Cluster steht hierbei fur die allgemeine
Stressantwort. Im zweiten Cluster sind vermehrt Gene der Klassifizierungsgene zu finden, die
offensichtlich mit der DNA-Schadensantwort zusammenhangen. Dies bestarkt die biologische

Relevanz der Klassifizierungsgene.

4.2.5 Biomarker

Um nicht nur Signaturen sondern einzelne Proteine zu identifizieren, welche reprasentativ fiir die
einzelnen Substanzklassen sind, wurden im Folgenden die MR fir die genotoxischen und nicht-
genotoxischen Substanzen mit den 61 Klassifizierungsgenen verglichen. Die Expression der neun
ermittelten Proteine cyclin dependant kinase 9 (CDK9), excision repair cross-complementation group
5 (ERCCS5), Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA), Fizzy-related protein homolog (FZR1), alpha
thalassemia/mental retardation syndrome X-linked (ATRX, RAD54L), xeroderma pigmentosum,
complementation group C (XPC), PYD and CARD domain containing (PYCARD), K(lysine)
acetyltransferase 5 (KAT5) und RAD23 homolog B (RAD23B) wurde daraufhin fir alle Substanzen
einzeln in den Zellsystemen betrachtet. Ob individuelle Proteine flr bestimmte Wirkmechanismen
stehen, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht geklart werden. Hierfliir miisste die Analyse

dieser Gene fiir mehrere Substanzen mit dem gleichen Wirkmechanismus erfolgen.

Ein potentieller Kandidat fiir Topoisomerase Il Inhibitoren ist die CDK9. Die CDK9 ist im Gegensatz zu
den meisten CDK's nicht in die Regulation des Zellzyklus eingebunden, sondern wird vorrangig mit
der Transkription in Verbindung gebracht. Neben dieser Funktion ist sie im Komplex mit Cyclin K in
die Stressantwort nach Replikationsstress involviert [226]. Cyclin K ist ein Zielgen von P53 und wird
nach DNA-Schaden aktiviert [134]. Dies lasst eine Rolle in der DNA-Schadensanwort vermuten. Dass
die CDK9 in die DNA-Reparatur involviert ist, wurde von Liu et al. (2010) gezeigt. CDK9 bindet an
Ku70, welches in der Doppelstrangbruch-Reparatur wahrend der nicht-homologen Rekombination
notwendig ist [112]. Auch in die Stressantwort nach indirektem DNA-Schaden durch

Hydroxyharnstoff ist die CDK9 involviert [226] und eine Beteiligung nach UV-Bestrahlung wurde
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postuliert [133]. Somit kommt die CDK9 nicht fiir Topoisomerase Il Inhibitoren als Biomarker in Frage

sondern steht allgemein fiir Substanzen, welche Replikationsstress verursachen.

Ebenfalls in die Replikation und die DNA-Reparatur involviert ist PCNA. Im Zuge der Replikation bildet
dieses als Trimer eine DNA-Klammer, die eine Bindung von DNA-Polymerasen und anderen Proteinen
vermittelt [48]. Im Rahmen der DNA-Reparatur ist die PCNA sowohl an der RAD6-abhangigen
Transldsionssynthese [70] als auch an der Exzisions-Reparatur beteiligt [175]. Die starkere Expression
der PCNA tritt nach Behandlung mit MNU und Streptonigrin in den HepG2 Zellen auf. Beide
Substanzen weisen grundsatzliche Unterschiede in Bezug auf Ihre Wirkmechanismen auf. Somit stellt

die PCNA keinen geeigneten Biomarker dar.

FZR1 ist nur im Falle von Etoposid in den HepG2 Zellen starker exprimiert. FZR1 ist in eine Vielzahl
von Zellzyklus-Prozessen involviert. Hierzu zadhlt auch die DNA-Schadensantwort nach UV-
Bestrahlung und die Modifikation der PCNA [32]. Somit kann auch dieses Protein nicht als Biomarker
flr Topoisomerase Il Inhibitoren fungieren. Sowohl in TK6- als auch HepG2 Zellen ist PYCARD nach
Behandlung mit Etoposid und Lamivudin stdrker exprimiert. PYCARD vermittelt die
Zusammensetzung von groRen Signal-Komplexen, welche in inflammatorische [18] und apoptotische
Signalwege involviert sind [31, 126]. Durch Behandlung mit Mitomycin C (DNA-Vernetzer) und
Camptothecin (Topoisomerase | Inhibitor) wird die intrinsische Apoptose mittels P53 Gber PYCARD
reguliert [144]. Auch dieses eignet sich somit nicht als Biomarker fiir einen bestimmten

Mechanismus.

Ein weiteres identifiziertes Protein stellt RAD23B dar. Dies ist nach Behandlung mit Etoposid in den
HepG2 Zellen herunter reguliert. Funktionell ist dieses in der NER und BER involviert [174],
Reparatur-Systeme die vorrangig nicht an der Reparatur von DNA-Schaden durch Etoposid beteiligt
sind. Die verringerte Expression im Kontext der biologischen Funktion ist hierbei im Zusammenhang
mit den durch Etoposid verursachten DNA-Schiaden unerwartet. Auch RAD54L ist nach Etoposid und
zusatzlich auch nach DMBA Behandlung in HepG2 Zellen herunterreguliert. Dieses Protein ist an der
homologen Rekombination beteiligt, welche DSB der DNA repariert [184]. Somit ist die geringere
Expression nach DMBA und Etoposid Behandlung unerwartet, da beide Substanzen DSB der DNA
hervorrufen. Eine Erklarung hierfir konnte die durch den DNA-Schaden induzierte Apoptose sein
[158]. In den TK6 Zellen nach BPDE Behandlung ist RAD54L starker exprimiert. Hier werden die DNA-
DSB also im Gegensatz zu den HepG2 Zellen repariert und weniger Zellen gehen in die Apoptose. Dies
wird durch die Apoptose-Messung nach 4 h mit der LD, mit BPDE und Etoposid bestatigt. Hier ist die
Apoptoserate in den HepG2 Zellen um das ca. 1,5 fache im Vergleich zur Kontrolle erhéht, wahrend
in den TK6 Zellen keine Veranderung in Bezug zur Kontrolle zu verzeichnen ist. Als Biomarker jedoch

ist auch dieses Protein nicht geeignet.
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Ebenfalls herunter reguliert ist die Lysin (K) Acetyltransferase 5 (KAT5, syn. TIP60). Diese ist in die
Prozesse Apoptose und DNA-DSB-Reparatur involviert [74]. Auch hier ist die verringerte Expression
im Falle von Lamivudin und Etoposid durch eine gesteigerte Apoptoserate und dadurch bedingte,

verringerte DNA-Reparatur zu erklaren.

Als Biomarker fur die nicht-genotoxischen Substanzen kommt allein ERCC5 (syn. XPG) in Frage. Dieses
ist nach Behandlung mit PMA herunter reguliert. ERCC5 ist ein Protein, welches im Zuge der NER
notwendig ist [141]. Neben diesem Protein sind durch PMA auch weitere in die DNA-Reparatur
involvierte Proteine wie PCNA, FZR1, ATRX, XPC und PYCARD groRtenteils in beiden Zellsystemen
herunter reguliert. Dies spricht fir eine Beeinflussung der DNA-Schadensantwort durch PMA. Glover
et al. (2014) konnten dies nach Bestrahlung von TK6 Zellen mit UV-C Strahlung zeigen [56]. Hier
wurde die Bildung von yH2AX Foci nach UV-C Bestrahlung mit und ohne eine Vorbehandlung mit
PMA untersucht. Die hierbei persistierenden yH2AX Foci in den zuvor mit PMA behandelten Zellen
deuten auf eine verzogerte DNA-Schadensantwort hin. Auch wurde in dieser Studie gezeigt, dass die
durch UV-C induzierte Apoptose nach Vorbehandlung mit PMA starker ausgepragt auftritt. Die

Apoptose ist hierbei P53 vermittelt.

Das letzte identifizierte Protein ist XPC. Dieses ist fiir die initiale Schadenserkennung im Zuge der NER
innerhalb des GGR verantwortlich [183]. Dennoch ist die XPC Expression auch nach Behandlung mit
Substanzen, welche DNA-Schaden verursachen, die nicht (iber die NER repariert werden, induziert.
Hierzu zahlen z.B. durch Etoposid verursachte DSB. Das aber auch die Reparatur von
Doppelstrangbriichen durch XPC beeinflusst wird, zeigten Despras et al. [40]. Hier fiihrte ein XPC
knock down zu einer erhdhten Sensitivitdt gegeniiber durch Etoposid induzierten DSB. Auch zeigten
diese Zellen ein verdndertes Spektrum an NHEJ Produkten. Des Weiteren konnte eine direkte
Interaktion mit der Thymin DNA-Glykosylase und die Beeinflussung ihrer Funktion in der BER gezeigt
werden [174]. Dies verdeutlicht, dass XPC nicht nur in der NER wichtige Funktionen Ubernimmt
sondern auch innerhalb anderer DNA-Reparatur Signalwege eine Rolle lbernimmt, die bislang
mechanistisch und funktionell nicht geklart ist. Die ubiquitdre XPC Expression nach genotoxischem
Stress ist durch die transkriptionelle Regulation durch P53 zu erklaren. P53 konnte als direkter
Transkriptionsfaktor von XPC identifiziert werden [1] und eine Expression von XPC nach P53
Aktivierung ist somit wahrscheinlich. Auch ist XPC in den MDM2-P53 Regulations-Kreislauf involviert.
In XPC defizienten Zellen bleibt P53 zwar fir den Abbau ubiquitinyliert, die Assoziation mit dem
Proteasom ist jedoch drastisch reduziert [95]. Der Mechanismus in der Koordinierung zwischen
Reparatur und Proteolyse ist bislang noch ungeklart. Dennoch zeigt die ubiquitdre Expression von
XPC die Eignung als Biomarker flir Genotoxizitdt. Vorteil hier ist, dass auch indirekt genotoxisch

wirkende Substanzen wie Paclitaxel durch diesen Biomarker erfasst werden.
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Ein weiteres auffalliges Protein stellt das TP53INP1 dar. Dieses ist nicht als Biomarker fir
genotoxische Substanzen gelistet, da es auch durch Behandlung mit Chloroquin mit der LD,g nach 24
h verstarkt exprimiert wird. Durch die potentielle genotoxische Wirkung von Chloroquin [49] wird
TP53INP1 hier jedoch als Marker fir Genotoxizitat betrachtet und neben XPC in die biologische
Validierung mit einbezogen. TP53INP1 ist ein Kofaktor von P53 und phosphoryliert dieses an Ser 46.
Es ist fiir die Expression von anti-proliferativen und pro-apoptotischen Zielgenen von P53, wie z.B.
p21 mit verantwortlich [145, 169]. TP53INP1 wurde bereits in einer weiteren Studie erfolgreich als
eines von 10 Klassifizierungsgenen zur Trennung von nicht-genotoxischen und genotoxischen

Substanzen verwendet [121].
4.3 TP53INP1 und XPC als potentielle Biomarker fiir Genotoxine

Die auf mRNA Ebene gezeigte Expressionsdnderung nach Behandlung mit den genotoxischen
Substanzen wurde im Folgenden in den HepG2 Zellen auf Proteinebene untersucht. Im Vergleich zur
Kontrolle ist das Proteinlevel von TP53INP1 nach Behandlung mit DMBA, Etoposid, MNU und
Lamivudin erhoht. Streptonigrin und Paclitaxel sowie die Behandlung mit den nicht genotoxischen
Substanzen Nikotin, Phenobarbital und PMA zeigen kein erhdhtes Proteinlevel. Chloroquin zeigt ein
leicht erhohtes Proteinlevel. Unklare Befunde in Bezug auf die Genotoxizitat des Chloroquin
verdeutlichen die Schwierigkeiten bei der Einstufung der Substanz. Riccio et al. (2001) zeigten, dass
Chloroquin im Ames Test positive Ergebnisse aufweist, wahrend in Maus-Lymphom-Zellen und im
Mikrokerntest an Knochenmarkszellen der Ratte kein mutagenes Potential festgestellt werden
konnte [153]. Eine Einstufung als genotoxische Substanz anhand des hier vorliegenden, erhéhten
TP53INP1-Proteinlevels ist demnach gerechtfertigt. Somit ergibt sich eine Sensitivitat von 71 % und

einer Spezifitdat von 100 % auf Basis von TP53INP1 als Biomarker.

Um dies zu verifizieren misste die Expression auf mRNA und Protein Ebene mit einem erweiterten
Set an Substanzen untersucht werden. Klar ist jedoch, dass das TP53INP1 aufgrund seiner anti-
proliferativen und pro-apoptotischen Wirkung ein wichtiges Protein in der DNA-Schadensantwort
darstellt. Nach schwerem DNA-Schaden wird die Expression von TP53INP1 durch P53 vermittelt.
Dieses bildet einen Komplex mit der homeodomain-interacting protein kinase-2 (HIPK2) [197] oder
der PKC& [225] und phosphoryliert P53 an Ser 46. Diese Phosphorylierung ist notwendig fir die
nachfolgende Expression von P53AIP1 und der nachgeschalteten Apoptose und wurde fiir Stressoren
wie y-Strahlung, UV-Strahlung und Doxorubicin (DNA-Interkalator) gezeigt [145]. Auch flr weitere
Stressoren konnte die Induktion von TP53INP1 gezeigt werden. In NIH3T3 Zellen fiihrten Doxorubicin,
UV-Bestrahlung, MMS, Ethanol, Wasserstoffperoxid und Hitze-Schock zu einer verstarkten Expression

[198]. Auch nach Gemcitabin (Antimetabolit) Behandlung wird TP53INP1 induziert [80]. Die gezeigte
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Induktion nach Behandlung mit den nicht-genotoxischen Stressoren jedoch schliellit eine
Verwendung als Biomarker aus. Fiir XPC hingegen ist keine Induktion durch nicht-genotoxische
Substanzen in der Literatur beschrieben. Auf Proteinebene ist hier jedoch eine klare Induktion nur
nach Behandlung mit Etoposid zu sehen. Im Falle von MNU, Paclitaxel und DMBA wie auch bei
Chloroquin und Phenobarbital ist eine leichte Induktion zu verzeichnen. Im verwendeten
Konzentrationsbereich und zu den gewahlten Zeitpunkten ist somit eine Diskriminierung zwischen

den genotoxischen und nicht-genotoxischen Substanzen nicht moglich.

Unerwartet sind jedoch die starke Antwort nach Behandlung mit Etoposid und die schwache
Induktion nach DMBA-Behandlung. Etoposid verursacht hauptsachlich DSB, welche vornehmlich
durch die NHEJ eliminiert werden [24]. DMBA-DNA-Addukte hingegen werden durch die NER
beseitigt [63] und eine hohere Expression von XPC ware zu erwarten. Die schwache Antwort nach
Behandlung mit MNU und Paclitaxel ist auf Basis der Wirk- und vorrangigen Reparatur- Mechanismen

zu erwarten [218], korreliert jedoch nicht mit der Expression auf mRNA Ebene.

Im Falle von Streptonigrin war aufgrund der DNA-Addukt-Bildung und die Beteiligung der NER [191]
eine erhdhte Expression von XPC zu erwarten, die sich jedoch auf Protein Ebene nicht bestatigt. Dies
trifft auch auf Lamivudin zu. XPC wurde hier als essentiell fiir die Entfernung der Nukleotide in der
NER nach Behandlung mit Azidothymidin, einem nukleosidischen Reverse-Transkriptase-Inhibitor
analog zum Lamivudin, beschrieben [217]. Somit ist XPC nur auf mRNA Ebene als Biomarker zu
verwenden. Die biologische Relevanz der XPC-mRNA-Expression ist jedoch aufgrund der gezeigten

Protein-Level fraglich.

4.4 P53

Die Protein-Level von P53 als zentralem Protein der Stressantwort sind homogen in den drei
Zellsystemen. Nach Behandlung mit Etoposid, DMBA/BPDE, MNU, Paclitaxel, Lamivudin und
Streptonigrin ist P53 in TK6 und HepG2 zeit- und konzentrationsabhangig induziert. In den SH-SY5Y
Zellen wird P53 auf Protein-Ebene nach Behandlung mit Paclitaxel und Etoposid ebenfalls zeit- und
konzentrationsabhangig induziert. Dies bestatigt aus der Literatur bekannte Daten in

verschiedensten Zellsystemen [52, 83].

Bei den nicht-genotoxischen Substanzen ist die Situation in den Zellsystemen unterschiedlich. Nikotin
und Phenobarbital induzieren die P53 Protein-Level nur in TK6 und nicht in HepG2 Zellen. Fiir Nikotin
wird in unterschiedlichen Zellsystemen teils eine P53 abhangige, teils eine P53 unabhangige
Stressantwort beschrieben [11, 166]. Eine Induktion von P53 auf Protein-Ebenen durch Phenobarbital

ist in der Literatur nicht zu finden. Die Reduktion der Expression hingegen ist in verschiedenen
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Studien gezeigt worden [59, 61, 199]. Mechanistisch bleibt die Induktion in den TK6 Zellen somit
ungeklart. Die Erhohung des P53 Zielgens p21 auf Protein-Ebene durch Phenobarbital in den TK6
Zellen deutet jedoch auf die Richtigkeit dieser Ergebnisse hin, da eine P53 unabhangige Induktion des

p21in den HepG2 Zellen nicht auftritt.

Nach Chloroquin-Behandlung ist das Protein-Level von P53 in den SH-SY5Y hoher, wahrend in den
HepG2 und TK6 Zellen keine Induktion zu verzeichnen ist. Dies bestatigt die aus der Literatur
bekannte Zelltyp-abhangige Induktion der Apoptose. In primadren Maus-Fibroblasten [190] sowie
auch in humanen Glioblastom-Zellen [85] wird eine P53 vermittelte Apoptose beschrieben. In
verschiedenen P53 kompetenten Melanom-Zell-Linien hingegen ist eine verstarkte Apoptose ohne
P53 Aktivierung gezeigt, wahrend in MCF7 Zellen und weiteren nicht-Melanom Zelltypen durch
Chloroquine keine Apoptose induziert wird [98]. Dies verdeutlicht die Zelltyp-abhdngige Stress-
induktion von Chloroquin, welche in der vorliegenden Arbeit in TK6, HepG2 und SH-SY5Y Zellen

beobachtet wurde.

PMA verursacht in TK6 und HepG2 Zellen ein reduziertes P53 Protein-Level. Dieser direkte
Zusammenhang ist in der Literatur nicht beschrieben. Bekannt ist, dass der P53 Status durch
verschiedene Isoformen der PKC unterschiedlich beeinflusst wird. In einem Hefezellsystem wurde
gezeigt, dass die PKC-a die P53 Aktivitat reduziert, wahrend andere Isoformen eine erhéhte Aktivitat
zur Folge haben oder aber auch keinen Einfluss ausiiben [33]. Somit kann die Reduktion des P53

durch PMA auf die Aktivierung der PKC zurtickgefiihrt werden.

4.5 P53 Modifikation, pATM und CDK5

Die Modifikation von P53 durch unterschiedliche Stressoren stellt einen hoch komplexen und durch
eine Vielzahl von Faktoren beeinflussten Vorgang im Zuge der Stressantwort dar. Eine systematische
Untersuchung ob Modifikationsmuster des P53 Wirkmechanismus spezifisch sind, ist bislang nicht
erfolgt. Auch die Unterschiede in verschiedenen Zellsystemen durch die unterschiedliche Auspragung
modifizierender Kinasen, wie zum Beispiel phosphoryliertem ATM und CDK5, hat bislang noch keine
Beachtung im Rahmen der Testung auf Genotoxizitdt gefunden. Eine der initialen Modifikations-
stellen nach genotoxischem Stress ist Ser 15. Diese kann neben einer Vielzahl von anderen Kinasen
durch die CDK5 und pATM phosphoryliert werden. Dies bestatigen die Untersuchungen in den drei
Zelltypen. Nach Behandlung mit Etoposid ist pATM induziert und eine Ser 15 Phosphorylierung
konnte nachgewiesen werden. Die CDK5 ist zwar nach Behandlung in den TK6 und SH-SY5Y Zellen auf
Protein-Ebene leicht erhoht, die Aktivierung von pATM deutet jedoch darauf hin, dass keine CDK5
vermittelte Phosphorylierung von Ser 15 stattfindet. Das Ser 15 durch die CDK5 nach genotoxischem

Stress in den SH-SY5Y Zellen phosphoryliert wird, wurde von Lee et al. (2007) gezeigt. Nach
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Behandlung mit Mitomycin C erfolgt eine Stabilisierung und Aktivierung von P53 durch die CDK5
vermittelte Phosphorylierung an Ser 15, 33 und 46 [104].

Die Stressantwort auf Mitomycin C ist in anderen Zellsystemen durch Ataxia telangiectasia and Rad3
related (ATR) [131], eine weitere Kinase der DNA-Stresssantwort, vermittelt. Dies deutet darauf hin,
dass die in anderen Zellsystemen durch ATR vermittelte Stressantwort, in den SH-SY5Y Zellen durch
die CDKS5 vermittelt wird. Im Zusammenhang mit DNA-Schaden, welche durch ATM erkannt werden,
scheint die CDK5 in den SH-SY5Y Zellen keine entscheidende Rolle zu spielen. Dies zeigt auch die
Phosphorylierung von Ser 33 und 46, zwei weiteren durch die CDK5 modifizierten Stellen des P53. Ser
33 ist nach 24 h Behandlung mit Etoposid, Paclitaxel und Chloroquine nicht phosphoryliert. Mit
Ausnahme von Paclitaxel trifft dies auch fiir Ser 46 zu. Die Phosphorylierung an Ser 46 wird im
Allgemeinen fiir die Induktion von Apoptose durch P53 verantwortlich gemacht [125, 142, 179]. Sie
wird nach schwerem DNA-Schaden phosphoryliert und das Schicksal der Zelle wird von einem Zell-
Zyklus-Arrest zur Apoptose hin verschoben. Dies korreliert mit den erzielten Ergebnissen. In den TK6
Zellen ist Ser 46 nach Behandlung mit PMA, Phenobarbital MNU, Etoposid und Lamivudin
phosphoryliert. Hier ist eine erhohte Apoptoserate zu finden. In den HepG2 Zellen ist P53 an dieser
Stelle nicht phosphoryliert und eine deutlich geringere Anzahl an apoptotischen Zellen zu finden. Die
Phosphorylierung nach Behandlung mit PMA und Phenobarbital zeigt hierbei, dass nicht nur nach
schwerem DNA-Schaden die Apoptose durch diese Modifikation bestimmt wird. Dies wird auch durch
die Vielzahl an verschiedenen Kinasen deutlich, welche die Phosphorylierung an Ser 46 vornehmen

kénnen.

Fir die Entscheidung zwischen Zell-Zyklus-Arrest und Apoptose scheint auch die Acetylierung des P53
ausschlaggebend zu sein. Wird p300, eine der wichtigsten Acetyltransferasen, ausgeschaltet, kommt
es zu einer verminderten Expression von p21 und einer verstarkten Expression vom P53 upregulated
modulator of apoptosis (PUMA) [76], einem pro-apototischen Protein. Dennoch ist die Acetylierung
nicht nur dem Zell-Zyklus-Arrest zuzuordnen. Nach DNA-Schaden ist beispielsweise auch die HIPK2 in
die Stressanwort involviert. Diese phosphoryliert P53 an Ser 46 und ist somit mit verantwortlich fir
die Induktion der Apoptose [35]. Die HIPK2 ermdglicht hierbei durch Ko-Lokalisation mit dem CREB-
binding protein (CBP) die nachfolgende Acetylierung von Lys 382 [71]. Dies bewirkt einen Zell-Zyklus-

Arrest und eine gesteigerte UV-induzierte Apoptose.

Diese Doppel-Rolle der Acetylierung zeigt sich auch in den Ergebnissen der durchgefiihrten Versuche.
Gleichzeitig mit der Phosphorylierung an Ser 46 ist auch immer eine Acetylierung an Lys 382 zu
beobachten. Somit scheint die Induktion der Apoptose durch die Phosphorylierung an Ser 46
bestimmt zu sein, wahrend die Acetylierung die Expression sowohl von pro-apoptotischen als auch

Zell-Zyklus-Arrest Genen induzieren kann. Dennoch zeigen die Ergebnisse, dass auch ohne eine
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Phosphorylierung an Ser 46 Apoptose auftreten kann. Auch hier spielt die Acetylierung an Lys 382
eine wichtige Rolle. Neben der Beeinflussung der transkriptionellen Aktivitdt des P53 wird auch die
nicht-transkriptionelle Funktion des P53 moduliert. Durch die Acetylierung an Lys 382 wird ein
Komplexbildung aus Bcl-2-associated X protein (BAX) und Ku70 vermieden sowie schon bestehende
Komplexe getrennt [220]. BAX ist ein pro-apoptotisches Poren-Protein durch dessen Freisetzung die
Apotoserate erhéht wird. Diese Funktion der Acetylierung an Lys 382 wird durch die erhobenen
Daten bekraftigt. In tber 70 % flihren die Behandlungen zu einer Acetylierung an Lys 382 und in
vielen Fallen ist damit keine Phosphorylierung an Ser 46 verbunden. Dennoch sind Apoptose

und/oder Zell-Zyklus-Verdnderungen zu beobachten.

Die Ergebnisse verdeutlichen die Komplexitdt der P53 Modifikationen. Dennoch konnten keine
Wirkmechanismus-spezifischen Modifikationsmuster festgestellt werden. Einzig die Ser 15
Phosphorylierung tritt in allen Zellsystemen ausschliel3lich nach genotoxischem Stress auf und kann
somit als Biomarker fiir direkte als auch indirekte Genotoxizitat angesehen werden. In den SH-SY5Y
Zellen induziert Chloroquin keine Phosphorylierung an Ser 15. Dies spricht hier eher dafiir, dass
Chloroquin kein relevantes genotoxisches Potential besitzt. Die widerspriichliche Datenlage zum
genotoxischen Potential von Chloroquin [153] zeigt sich somit auch in der Ser 15 Phosphorylierung in

den drei verwendeten Zellsystemen.
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4.6 P21, Zellzyklusveranderungen und Apoptose

Eines der Zielgene von P53 ist p21. Dieses ist in den TK6 und HepG2 Zellen nach Behandlung mit den
genotoxischen Substanzen auf Protein-Ebene, mit Ausnahme der Behandlungen mit Lamivudin und
Paclitaxel, homogen induziert. Die P53 abhdngige Induktion des p21 ist flir zahlreiche genotoxische
Stressoren beschrieben [41, 43, 46] und ist verantwortlich fir den Zellzyklus-Arrest in der G1- und
G2- Phase [140] sowie in der S-Phase [143] durch die Inhibition von Cyclin abhdngigen Kinasen. P21
ist des Weiteren fiur die Inhibition der P53 vermittelten Apoptose verantwortlich [55]. Die p21
Expression wird in diesem Zusammenhang mit der Phosphorylierung des P53 an Serin 20 in
Verbindung gebracht [77]. Auch kann eine P53 unabhangige Induktion des p21 erfolgen [130]. Dies
ist jedoch nicht nach Schadigung der DNA beschrieben.

Nach Behandlung mit Paclitaxel kommt es nur in den TK6 Zellen zu einem erhdhten Protein-Level,
wahrend in den HepG2 Zellen keine Induktion zu verzeichnen ist. Im Falle von Lamivudin stellt sich
die Situation reziprok dar. Dies deutet darauf hin, dass die Sensitivitdt der beiden Zellsysteme
gegenliber den Behandlungen mit Paclitaxel und Lamivudin unterschiedlich ausféllt. In den TK6 Zellen
sollte Lamivudin somit direkt zur Apoptose filihren, wahrend in den HepG2 Zellen der Zell-Zyklus
Arrest und die Reparatur lGberwiegt. Dies bestatigen die Zell-Zyklus-Untersuchungen. Lamivudin flihrt
in den HepG2 Zellen zu einem G2/M-Arrest und die Apoptoserate ist nicht erhéht, wahrend in den
TK6 Zellen signifikant mehr apoptotische Zellen vorliegen und kein G2/M-Arrest sichtbar ist. Im Falle
von Paclitaxel wird diese Hypothese nicht bestatigt. Auch hier ist ein G2/M-Arrest in den HepG2
Zellen zu sehen, jedoch auch in den TK6 Zellen nach 4 h Behandlung obwohl p21 hier erst nach 24 h
nachgewiesen wurde. Paclitaxel verursacht somit einen G2/M-Arrest unabhangig von p21. Dies wird
durch von Mullan et al. (2001) erhobenen Daten bestétigt, die GADD45A und BRCA1 fiir einen G2/M-
Arrest nach Behandlung mit Paclitaxel verantwortlich machen [135]. Auch ist hier eine p21
vermittelte Apoptose-Inhibition nicht zu verzeichnen. Die Apoptoserate steigt in beiden Zellsystemen
zeitabhangig an. Dies bestdtigt andere aus der Literatur bekannte Daten, wie die erhohte
Apoptoserate nach Behandlung mit Cisplatin in Gliom-[91] und Ovarial-Karzinom-Zellen [110] nach

Uberexpression von p21.

In den SH-SY5Y Zellen ist p21 nach Behandlung mit Etoposid, Paclitaxel und Chloroquin sowohl nach
4 h als auch nach 24 h Behandlung nicht nachweisbar. Dies wiederspricht aus der Literatur bekannten
Daten, welche eine zeitabhangige Induktion von p21 in SH-SY5Y Zellen nach Behandlung mit 20 uM
Etoposid fiir 1 h bis 8 h zeigen [34]. In der vorliegenden Arbeit konnte ein DNA-Schaden im COMET-
Assay fiir Etoposid mit einen Konzentrationsbereich von 15 — 60 uM bereits bei einer Behandlung fir

eine Stunde nachgewiesen werden. Auch ist eine dosis- und zeitabhdngige Akkumulation des P53
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sowie ein G2/M-Arrest und eine erhohte Anzahl apoptotischer Zellen nach Etoposid Behandlung mit
deutlich geringeren Konzentrationen (LD,; 24 h 0,2 uM) gezeigt worden. Das p21 hier dennoch
reproduzierbar nicht nachweisbar ist, deutet darauf hin, dass die gewadhlten
Behandlungsbedingungen in den SH-SY5Y nicht zu einer Induktion fiihren. Dennoch kann auf Basis
der gewonnen Daten davon ausgegangen werden, dass p21 bei hoheren Konzentrationen an der
Stressantwort in den SH-SY5Y Zellen beteiligt ist. Um diese Frage abschliefend zu klaren sind weitere

Untersuchungen notwendig.

Die nach Behandlung mit den genotoxischen Substanzen gezeigte homogene Antwort von P53 und
p21 in den HepG2 und TK6 Zellen hat in den Zellsystemen unterschiedliche Auswirkungen auf die
Endpunkte Zell-Zyklus und Apoptose. TK6 Zellen sind grundsatzlich sensitiver und zeigen eine héhere
Zahl an apoptotischen Zellen. Die Induktion apoptotischer Zellen folgt jedoch fiir die meisten der
Behandlungen mit der gleichen Substanz in den beiden Zellsystemen dem gleichen Trend. Dies trifft

auch auf die Apoptoserate in den SH-SY5Y Zellen fir die dort untersuchten Substanzen zu.

Die Zell-Zyklus-Veranderungen zeigen hingegen Unterschiede bei der Behandlung der Zellsysteme
mit der gleichen Substanz. Diese sind jedoch hauptsachlich zeitabhiangig und die Unterschiede
relativieren sich, wenn man beide Zeitpunkte betrachtet. Dieser Effekt ist auf die stark
unterschiedliche Verdopplungsrate der einzelnen Zellsysteme zurilickzufiihren und verdeutlicht die
Relevanz der Auswahl des Zeitpunktes sowie des Zellsystems fiir die Testung auf Genotoxizitat. Fir
die Beurteilung, ob bestimmte Mechanismen fiir bestimmte Effekte in der Zell-Zyklusverteilung
verantwortlich sind und Riickschliisse auf den Mechanismus getroffen werden kénnen, miisste eine
Synchronisierung der Zellen und eine Behandlung in allen Zell-Zyklus-Phasen vorgenommen werden.
Fiir die nicht-genotoxischen Substanzen treten nur geringfiigige Anderungen nach Behandlung auf.
Dadurch wird deutlich, dass Zell-Zyklus-Veranderungen, wie auch die Apoptoserate, nur
eingeschrankt geeignete Endpunkt sind um Informationen beziiglich des genotoxischen
Wirkmechanismus zu erhalten. Dennoch sind beide Endpunkte fiir die Charakterisierung der
Substanzen, und um erste mechanistische Unterschiede zu erkennen, von Relevanz. In diesem
Zusammenhang waére die Untersuchung des P53 Modifikationsmusters in den einzelnen
Zellzyklusphasen nach Behandlung innerhalb der jeweiligen Zell-Zyklus-Phase interessant. Auch die
Betrachtung des Genexpressionsprofils abhangig von der Zell-Zyklus-Phase in welcher die
Behandlung stattfindet, konnte hilfreich sein um Wirkmechanismus-assoziierte Muster zu

identifizieren. Diese Untersuchungen waren allerdings extrem aufwandig.

92



4 Diskussion

4.7 AbschlieBende Bemerkungen und Klassifizierungsmodell

Fir die Klassifizierung eigenen sich anhand der durchgefiihrten Untersuchungen die HepG2 Zellen am
besten. Diese unterliegen nicht den Limitierungen der TK6 Zellen aufgrund einer hoheren
metabolischen Kompetenz und zeigen mit den Klassifizierungsgenen nach Li et al. (2015) die besten
Ergebnisse. Die von Li et al. (2015) vorgeschlagene Dosis-Optimierung ist fir die verwendeten
Substanzen nicht zwingend notwendig. Der gewahlte Zeitpunkt und die auf Basis der
Zytotoxizitatstestung gewahlten Konzentrationen sind ebenfalls zielfiihrend. In diesem
Zusammenhang wurde festgestellt, dass die drei verwendeten Zellsysteme unterschiedliche
Sensitivitaten fur die gleiche Substanz aufweisen. Hier wurde der groflte Unterschied zwischen
HepG2 und TK6 Zellen mit einem Faktor von 100 gefunden. Dies bedeutet fiir die Risikobewertung
von unbekannten Substanzen, dass das Zielorgan eine entscheidende Rolle spielen kann.
Ausschlaggebend ist hier ob ein Schwellenwert abgeleitet werden soll. Dies spielt bei direkt
genotoxischen Substanzen bislang nur eine untergeordnete Rolle. Im Falle der indirekt wirkenden
Genotoxine und nicht-genotoxischen Kanzerogenen werden jedoch Schwellenwerte immer wieder
diskutiert und sind fir einige Substanzen anerkannt. Auf Basis der erzielten Ergebnisse spielt das
Zellsystem wahrscheinlich eine wichtige Rolle fiir die Bestimmung eines Schwellenwertes. Dies legt
nahe, dass das Zielorgan in vivo ein entscheidender Faktor sein kann. Vor diesem Hintergrund sollten

Schwellenwerte unter Beriicksichtigung des Zielorgans abgeleitet werden.

Die erhobenen Klassifizierungs-Daten zeigen, dass die alleinige Verwendung von Klassifizierungs-
genen zur Erkennung von Wirkmechanismen unbekannter Substanzen nicht ausreicht. Grundlegende
Bedingung fiir die Verwendung von Klassifizierungsgenen innerhalb des Prozesses der Risiko-
bewertung ist eine Harmonisierung der Behandungsbedingungen und der verwendeten Zellsysteme.
Zusatzlich zu den Klassifizierungsgenen ist die GSEA ein potentielles Werkzeug zur Erkennung von
nicht-genotoxischen Kanzerogenen. Weitere Informationen zu den unterschiedlichen Wirk-
mechanismen sind, auf Basis der in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen, durch Genexpressions-
profile zu nicht erzielen. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit einer Kombination von in vitro Tests zur
Aufklarung des Wirkmechanismus von unbekannten Substanzen. Die in diesem Zusammenhang
Uberpriften Biomarker XPC und TP53INP1 haben sich im Zuge der Untersuchungen als ungeeignet
herausgestellt. Die Phosphorylierung des P53 an Ser 15 hingegen ist, fir die in dieser Arbeit
verwendeten Substanzen, ein eindeutiges Indiz fiir die Genotoxizitdit und konnte als Biomarker
innerhalb eines weight of evidence approaches fungieren. In Abbildung 47 ist ein Entscheidungsbaum
zur Risikobewertung von unbekannten Substanzen auf Basis der in dieser Arbeit erhobenen, fiir den
Wirkmechanismus relevanten, Daten abgebildet. Fir die Anwendung dieses Modells ware eine

Validierung notwendig.
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Abb. 47: Klassifizierungsmodell fiir die Einstufung unbekannter Substanzen
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5 Zusammenfassung

Krebs ist eine der haufigsten krankheitsbedingten Todesursachen weltweit. Das karzinogene
Potential ist deshalb bei der Risikobeurteilung von Arzneimitteln von besonderer Bedeutung. Einer
der wichtigsten Risikofaktoren fiir die Krebsentstehung ist die Mutagenese. Das mutagene Potential
von Arzneimitteln kann jedoch aus ethischen Griinden nicht in klinischen Studien am Menschen
untersucht werden. Neue Arzneimittelwirkstoffe missen bereits vor der ersten Verabreichung
ausreichend getestet sein. Dies kann nur mit praklinischen Tests in vitro und in vivo erfolgen. In vitro

Tests in Sdaugerzellen spielen hier eine wichtige Rolle.

Da es fatal ware eine Substanz mit einem fiir den Menschen relevanten mutagenen Potential zu
Ubersehen, sind diese Testsysteme hochsensitiv aber dadurch auch relativ unspezifisch. Es kommt
aus diesem Grund zu einer hohen Rate an irrelevant positiven Testbefunden. Positive Ergebnisse
dieser Tests fuhren haufig zu langwierigen und teuren in vivo Folgestudien oder dem Ausschluss des
potentiellen Wirkstoffkandidaten aus der weiteren Entwicklung. Dies aber gilt es im Falle von
irrelevanten Effekten zu vermeiden. Um ein anwendungsrelevantes mutagenes Potential hinreichend
sicher auszuschlieBen sind zuverldssige Daten zum Wirkmechanismus notwendig. Dazu sind
Untersuchungen zu Wirkmechanismen von genotoxischen und nicht-genotoxischen Kanzerogenen
unerlasslich. Die Identifikation von biologischen Signaturen, die es ermoglichen den
Wirkmechanismus neuer Substanzen vorherzusagen, spielen in diesem Zusammenhang eine wichtige
Rolle. Dies ist Gegenstand der vorliegenden Arbeit. Ziel war es, Strategien zu entwickeln, welche die
Pradiktion von Wirkmechanismen ermoglichen, somit die Risikobewertung verbessern und zur
Reduktion von tierexperimetellen Studien beitragen. Um dieses Ziel zu erreichen wurden
Untersuchungen zur Identifizierung klassenspezifischer Effekte von Substanzen aus verschiedenen
gentoxischen Wirkklassen und nicht-genotoxische Kanzerogene auf  die P53-
Phosphorylierung/Acetylierung, die Expression P53- und Apoptose-Signalweg assoziierten Genen,
Zellzyklusveranderungen und Apoptose in HepG2 (Leber), TK6 (Blut) und SH-SY5Y (zentrales
Nervensystem) Zellen durchgefiihrt. Die Analyse der Ergebnisse erfolgte mit dem Fokus auf die
Erkennung substanzgruppenspezifischer Unterschiede und potentieller Biomarker fir die einzelnen

Wirkmechanismen.

Fiir die Untersuchungen wurden 10 verschiedene genotoxische, nicht-genotoxische und nicht-
kanzerogene Substanzen verwendet. Die Testung wurde mit der LD,, sowie der Konzentration am
NOAEL durchgefiihrt. Die Messung erfolgte nach Behandlung fiir 4 h und 24 h. Die Ergebnisse der
Zytotoxizitats-Tests haben gezeigt, dass die Zellsysteme unterschiedliche Sensitivitaiten gegeniiber

der gleichen Substanz aufweisen. Hier wurde der groBte Unterschied zwischen HepG2 und TK6 Zellen
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mit einem Faktor von 100 gefunden. Dies bedeutet fiir die Risikobewertung von unbekannten
Substanzen, dass das Zielorgan eine entscheidende Rolle spielen kann. Ausschlaggebend ist hier ob
ein Schwellenwert abgeleitet werden soll. Dies spielt bei direkt genotoxischen Substanzen bislang nur
eine untergeordnete Rolle aber im Falle der indirekt wirkenden Genotoxine und nicht-genotoxischen
Kanzerogenen kann das Zielorgan somit ein entscheidender Faktor sein. Vor diesem Hintergrund
sollten die, auch fiir direkte Genotoxine, immer wieder diskutierten und fiir einige Substanzen

anerkannten Schwellenwerte unter Beriicksichtigung des Zielorgans abgeleitet werden.

Die Klassifizierungen anhand von kiirzlich publizierten Klassifizierungsgenen [106] und 61 aus den
eigenen genomweiten Genexpressionsanalysen entwickelten Klassifizierungsgenen, ermoglichten die
Diskriminierung zwischen genotoxischen und nicht-genotoxisch Substanzen in den Zellsystemen TK6
und HepG2. Die besten Resultate wurde hierbei mit den Klassifizierungsgenen aus der Literatur nach
Behandlung fir 24 h mit der LD, in den HepG2 Zellen erzielt. Neben der Diskriminierung von
genotoxischen und nicht-genotoxischen Substanzen zeigte sich hier auch eine Méglichkeit, direkt und
indirekt wirkende Genotoxine zu unterscheiden. Die eigenen Diskriminatoren hingegen zeigen in den
HepG2 Zellen nach Behandlung fir 24 h mit der Konzentration am NOAEL das beste Resultat. Hier ist
zusatzlich zur Diskriminierung zwischen genotoxischen und nicht-genotoxischen Substanzen eine
Unterscheidung von nicht-genotoxischen und nicht-kanzerogenen Substanzen maoglich. Eine
weiterfiihrende Analyse der Genexpressions-Daten mittels gene set enrichment analysis (GSEA) war
nicht zielfiihrend im Hinblick auf die Identifizierung von Signaturen flir genotoxische

Wirkmechanismen.

Zusatzlich zu den Klassifizierungsmoglichkeiten anhand der Genexpressions-profile wurde nach
potentiellen Biomarkern gesucht. Die Modifikationen des P53 an Ser 15, 33, 46, 392 sowie Thr 18 und
55 und Lys 382 lieferten hierbei keine Wirkmechanismus spezifischen Signaturen. Lediglich die
Phosphorylierung des P53 an Serin 15 stellt einen potentiellen Biomarker fir Genotoxizitat dar, der
aber nicht zwischen direkter und indirekter Genotoxizitdt unterscheidet. Neben diesem konnten, fir
das verwendete Substanzset, XPC und TP53INP1, zwei Proteine der DNA-Schadensantwort, als
potentielle Biomarker fiir Genotoxizitdt identifiziert werden. TP53INP1 wies hier auf Protein-Ebene
eine Sensitivitdt von 71 % und eine Spezifitdt von 100 % auf. Die biologische Validierung von XPC auf
Protein-Ebene stellte sich aufgrund einer hohen falsch negativ Rate sowie falsch positiven
Ergebnissen als ungeeignet fiir die Verwendung als Biomarker fiir Genotoxizitat heraus. Biomarker
fir einzelne Wirkmechanismen konnten nicht identifiziert werden. Die P53 Modifikationen,
Zellzyklusveranderungen und die Apoptose, gestiitzt durch die Proteindaten, liefern lediglich

uneindeutige Hinweise bezliglich des Wirkmechanismus.
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Auf Basis der in dieser Arbeit erhobenen, fiir den Wirkmechanismus relevanten, Daten wurde ein
Klassifizierungsmodell entwickelt. Dieses wiirde bei der filir einen weight of evidence approach
wichtigen Klassifizierung der Substanzen helfen. Fir die Anwendung dieses Modells ware jedoch

zunachst eine Validierung notwendig, welche nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit war.
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Anhang

Anhang

| Pufferzusammensetzungen

Transferpuffer Western Blot:

150 ml 10x Tris/Glycin Puffer (Bio-Rad, GER)
150 ml Methanol

1,5 ml 10 % SDS Losung

1198,5 ml auqga dest.

Lysepuffer COMET-Assay Stammldsung:

146,1 g Natriumchlorid

1,2 g Tris

37,2 g EDTA

800 ml aqua dest.

Mit Natriumhydroxid-Platzchen auf pH 10 einstellen
33,3, ml 30 %ige Natrium-Lauroylsarcosineldsung

Lysepuffer COMET-Assay Gebrauchslosung:
178 ml Stammlésung

29 ml DMSO

2 ml Triton X 100

Alkalipuffer COMET-Assay Stammldsung 1:
200 g Natriumhydroxid-Platzchen
500 ml aqua dest.

Alkalipuffer COMET-Assay Stammldsung 2:
14,829 g EDTA
200 ml aqua dest.

Alkalipuffer COMET-Assay Gebrauchslésung:
45 ml Stammlésung 1

7,5 ml Stammldsung 2

1447,5 ml aqua dest.

Neutralisationspuffer COMET-Assay:
48,44 g Tris

1000 ml aqua dest.

pH 7,5

Waschpuffer ELISA:

PBS
0,05 % (v/v) Tween 20
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Anhang

Il Verbrauchsmaterialien

Mikroreaktionsgefal’e 1,5 ml und 2ml

Falconréhrchen 15 ml und 50 ml
Pipetten
Plastikpipetten

Zellkulturflaschen 25, 75 und 175 cm?

Zellkulturschalen
Zellkulturplatten
Zellschaber

96-Well ELISA Platten
PCR-Platten Light Cycler 480

IIl Chemikalien & Reagenzien
Methanol

3-Mercaptoethanol

Paclitaxel
N-Nitroso-N-methylurea
7,12-Dimethylbenzantracen
BPDE

Streptonigrin

Etoposid

Lamivudin

PMA

Phenobarbital

Chloroquin

Nikotin

DMSO

Halt ™ Protease Inhibitor Cocktail
ECL

Tween-20

PBS

Tris

EDTA

Triton X 100
Natriumhydroxid
Natrium-Lauroylsarcosineldsung
SDS-Losung (10 %)

Low Input Quick Amp Labeling Kit, One-Color

RNA Spike-In Kit, One-Color

Gene Expression Hybridization Kit
Gene Expression Wash Buffer Kit
Etidiumbromid

Probidiumiodid

RNase

MicroFlow Kit

Eppendorf

TPP

Eppendorf

Costar Corning

TPP

TPP

Thermo Scientific
Costar Corning
R&D Systems
Hoffmann La Roche

Merck Millipore
Merck Millipore
LGC Standards
Sigma

Sigma

BIU

Sigma

Sigma

LGC Standards
Calbiochem
Fagron

Sigma

Sigma

Applichem
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Bio-Rad

PAA

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Sigma

Bio-Rad

Agilent

Agilent

Agilent

Agilent

Sigma

Sigma

Life Technologies
Litron Laboratories



