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1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Glioblastoma multiforme

Das Glioblastoma multiforme (GBM) ist das hdufigste und aggressivste primire Malignom
des zentralen Nervensystems und mit einer &uflerst schlechten Prognose verbunden
(Wainwright et al., 2012; Wilson et al., 2014). Trotz aggressiver Therapiemethoden, wie
einer chirurgischen Resektion und einer kombinierten Radiochemotherapie, liegt das
mediane Uberleben fiir Patienten mit einem GBM bei gerade einmal 14,6 Monaten (Stupp
et al., 2005) und die 5-Jahres-Uberlebensrate bei lediglich 10% (Wen und Kesari, 2008).
Die jéhrliche Inzidenzrate liegt in Europa bei 3,5 Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohner (Ohgaki und Kleihues, 2005).

GBMs werden von der World Health Organisation (WHO) als Grad IV Gliome
klassifiziert und kdnnen in primére und sekundidre GBMs eingeteilt werden (Wilson et al.,
2014). Etwa 90% der GBMs sind primidre GBMs und treten de novo, ohne weniger
maligne Vorlduferldsionen auf. Sekundidre GBMs hingegen entwickeln sich aus initial
niedrigmalignen diffusen Astrozytomen (WHO Grad II) oder aus anaplastischen
Astrozytomen (WHO Grad III) (Ohgaki und Kleihues, 2013). Das Durchschnittsalter von
Patienten mit priméren GBMs ist mit 55 Jahren hdher als das von Patienten mit sekundéren
GBMs, das bei 40 Jahren liegt (Wilson et al., 2014). Sekundire GBMs sind mit einer
besseren Prognose und einer erhohten Gesamtiiberlebenszeit assoziiert (Wilson et al.,
2014). Histopathologisch sind primidre und sekundire GBMs kaum voneinander zu
unterscheiden, allerdings weisen beide bestimmte charakteristische genetische
Verinderungen auf, die eine Unterscheidung ermdglichen (Watanabe et al., 1996).
Insbesondere der Mutationsstatus der Isozitrat-Dehydrogenase 1 (IDHI) hat sich als
wichtiger Marker fiir die Unterscheidung zwischen primdren und sekunddren GBMs
etabliert (Louis et al., 2016; Wilson et al., 2014). Uber 80% der sekundiren und unter 5%
aller priméren GBMs weisen eine IDH1-Mutation auf. Damit ist der Nachweis einer IDH1-
Mutation ein besseres Kriterium fiir die Klassifiaktion eines sekundiren GBMs als

klinische oder pathologische Kriterien (Louis et al., 2016; Ohgaki und Kleihues, 2013).

Obwohl das GBM eine ausgeprigte zelluldre und molekulare Heterogenitit aufweist, kann

es anhand von bestimmten genetischen und molekularen Profilen in vier Subtypen
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eingeteilt werden: den klassischen, mesenchymalen, proneuralen und neuralen Subtyp
(Wilson et al., 2014). Sekunddre GBMs weisen fast immer den proneuralen Subtyp auf,
wihrend primdre GBMs in vier Subtypen vorkommen. Dies deutet darauf hin, dass
sekundire GBMs eine homogene und primdre GBMs eine eher heterogene Tumorgruppe
sind (Ohgaki und Kleihues, 2013). Der proneurale Subtyp des primdren GBMs ist wie das
sekundire GBM mit einer besseren Prognose assoziiert (Phillips et al., 2006). Obwohl die
neue WHO Klassifikation von Tumoren des Zentralnervensystems aus dem Jahr 2016
genetischen Verdnderungen ein zunehmend groferes Gewicht bei der Klassifikation von
Gliomen einrdumt, kann aufgrund der hohen Komplexitit der verschiedenen Tumoren
noch nicht géanzlich auf eine histopathologische Untersuchung verzichtet werden (Louis et
al., 2016). Das Gliosarkom (GSarc) ist eine seltene Variante (2%) des GBMs mit malignen
glialen und sarkomatdsen Anteilen (Cho et al., 2017). GSarcs sind mit einer schlechteren
Prognose als GBMs assoziiert und metastasieren hdufiger extrakraniell. Dennoch werden
sie gegenwairtig wie das GBM therapiert (Cho et al., 2017).

Die Tatsache, dass es verschiedene GBM-Subtypen mit unterschiedlichen genetischen
Veranderungen und Expressionsmustern gibt, legt die Vermutung nahe, dass ein
Therapieweg nicht bei allen Subtypen gleich effektiv sein kann. Viel eher sollten GBMs
zukiinftig mit gezielten individuellen Therapien behandelt werden, die auf die molekularen

Besonderheiten des einzelnen Tumors zugeschnitten sind (Wilson et al., 2014).

Die derzeitige Standardtherapie des GBMs besteht aus der chirurgischen Resektion und
einer anschlieBenden kombinierten Radiochemotherapie, gefolgt von einer adjuvanten
Chemotherapie (Clarke et al., 2010). Ein géngiges Konzept hierbei ist das Stupp-Protokoll,
bei dem die Tumorhohle in Fraktionen von 2 Gy bis zu einer Gesamtdosis von 60 Gy
bestrahlt wird und eine begleitende adjuvante Chemotherapie mit dem alkylierenden
Zytostatikum Temozolomid (TMZ) erfolgt. Nach dem Ende der Bestrahlung wird die
adjuvante Chemotherapie mit TMZ {iiber bis zu sechs Zyklen fortgefiihrt (Stupp et al.,
2005). Die Strahlentherapie wirkt dabei vor allem iiber die Induktion von DNA-
Doppelstrangbriichen in den proliferierenden Tumorzellen (Clarke et al., 2010). Das
alkylierende Zytostatikum TMZ wirkt iiber die Methylierung von Purinbasen der DNA,
vorzugsweise von Guaninresten, wodurch O6-Methylguanin entsteht (Zhang et al., 2012).
Dadurch kommt es wéhrend der DNA-Replikation zu Basenfehlpaarungen und mehreren
Zyklen vergeblicher DNA-Mismatch-Reparatur, die schlieBlich zu Einzel- und
Doppelstrangbriichen fiihren (Ito et al., 2013). AuBlerdem erzeugen die methylierten



Purinbasen DNA-Einzelstrangliicken (single strand gaps), die die Entstehung von DNA-
Doppelstrangbriichen an diesen Stellen, bei anschlieBender Bestrahlung im Sinne einer
Radiosensitivierung, begilinstigen (Bobola et al., 2010). Die O-6-Methylguanin-
Methyltransferase (MGMT), ein DNA-Reparaturprotein, ist in der Lage, die Methylgruppe
von der O6-Position des Guaninrests zu entfernen und so einen DNA-Schaden von der
Zelle abzuwenden. MGMT schiitzt somit die Tumorzellen vor der alkylierenden Wirkung
von TMZ (Villalva et al., 2012). Bei einigen Patienten ist die Expression des MGMT-
Proteins infolge einer Methylierung des Promoters des MGMT-Gens vermindert, wodurch
es zu einer gesteigerten Sensitivitidt der Tumorzellen gegeniiber TMZ kommt (Villalva et
al., 2012). Der Methylierungsstatus des MGMT-Promoters liefert somit einen wichtigen
Anhaltspunkt iiber die zu erwartende Wirksamkeit einer Therapie mit TMZ, wobei
Patienten mit methyliertem MGMT-Promoter deutlich besser auf TMZ ansprechen, als
Patienten mit unmethyliertem MGMT-Promoter (Stupp et al., 2009; Wilson et al., 2014).

Viele  tumorspezifische  genetische = Verdnderungen in  GBMs  betreffen
Rezeptortyrosinkinasen oder die nachgeschalteten Signalkaskaden von bestimmten
Wachstumsfaktoren (Louis et al., 2016; Wilson et al., 2014). Es wird vermutet, dass die
Mutationen zu einer inaddquaten Aktivierung dieser Signalwege fiihren und so das
Tumorwachstum, die Invasion in das gesunde Hirngewebe und die Angiogenese fordern
(Nakada et al., 2011). Die gezielte Hemmung dieser Signalwege konnte somit ein
wichtiger Ansatzpunkt einer molekularen Tumortherapie bei GBMs sein (Wilson et al.,
2014). Relevante Signalkaskaden konnten hierbei der EGF-Signalweg (epidermal growth
factor) oder der VEGF-Signalweg (vascular endothelial growth factor) sein (Nakada et al.,
2011). Die molekularen Therapien, die derzeit in verschiedenen klinischen Studien
entweder allein bei GBM-Rezidiven oder in Kombination mit einer Radiochemotherapie
bei neudiagnostizierten GBMs eingesetzt werden, konnten bislang allerdings nur sehr

geringe Therapievorteile erzielen (Wilson et al., 2014).

1.2 GBM-Rezidive und stammzelldhnliche Gliomzellen

Die zentrale Schwierigkeit bei der Behandlung von GBMs ist das Auftreten von
therapieresistenten Tumorrezidiven, trotz anfanglich gutem Therapieansprechen nach
Tumorresektion und kombinierter Radiochemotherapie (Osuka und Van Meir, 2017). Die

mediane Zeit bis zum Auftreten eines Rezidivs liegt bei 6,9 Monaten und in {iber 90% der
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Félle tritt das Rezidiv in unmittelbarer Nahe des Orts des Primartumors auf (Nandeesh et
al., 2018). Die GBM-Rezidive scheinen dabei aggressiver, invasiver und
therapieresistenter als die Primdrtumoren zu sein (Nandeesh et al., 2018). Fiir die
Rezidiventstehung wird mafgeblich eine Gruppe der Tumorzellen verantwortlich gemacht,
die liber eine hohe Therapieresistenz verfligt, Stammzelleigenschaften aufweist und die
Fahigkeit zur Tumorneubildung besitzt (Hadjipanayis und Van Meir, 2009; Osuka und
Van Meir, 2017). Diese Zellen iiberleben im Gegensatz zu den allermeisten
Tumorzellklonen die initiale Radiochemotherapie und initiieren anschlieBend das erneute
Tumorwachstum (Osuka und Van Meir, 2017). Fiir eine erfolgreiche Therapie von GBMs
ist es daher essenziell diese Tumorzellgruppe prézise zu charakterisieren, um sie gezielt

therapeutisch anzugehen (Osuka und Van Meir, 2017).

GBMs weisen eine hohe intratumorale Heterogenitit auf (Kim et al., 2015). Die
tumorausldsenden Zellen (tumor-initiating cells, TIC) (Hadjipanayis und Van Meir, 2009),
die aus verschiedenen Ursprungszellen, wie beispielsweise neuralen Stammzellen oder
Progenitoren hervorgehen konnen (Alcantara Llaguno et al., 2009), hdufen genetische und
epigenetische Verdnderungen an und bringen eine Vielzahl unterschiedlicher Klone
hervor. Hierdurch kommt es im GBM zu heterogenen klonalen Zellpopulationen (Osuka
und Van Meir, 2017). Gemi der Tumorstammzellhypothese bilden diese
Zellpopulationen eine zelluldre Hierarchie aus, bei der die Gliomstammzelle (glioma stem
cell, GSC) an der Spitze steht und Progenitoren und weiter differenzierte Tumorzellen aus
dieser hervorgehen (Hadjipanayis und Van Meir, 2009).

Chen und Kollegen (2010) konnten zeigen, dass die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
Tumorneubildung hierbei nicht auf eine uniforme Zellpopulation beschrénkt ist. Sie
entwickelten ein Modell, in dem sich diese Féhigkeiten auf drei verschiedene
stammzelldhnliche Zellpopulationen verteilen, die eine zelluldre Hierarchie ausbilden. An
der Spitze dieser Hierarchie steht die CD133-negative Typ [-Zelle, die sehr tumorigen ist
und CDI133-positive und CDI133-negative Zellen hervorbringen kann. Bei CDI133
(Prominin-1) handelt es sich um ein transmembrandses Glykoprotein (Bao et al., 2006).
Unterhalb der Typ [-Zelle steht in der Hierarchie die CD133-positive Typ II-Zelle, die
sowohl CDI133-positive Typ II-Zellen als auch CDI133-negative Typ IlI-Zellen
hervorbringen kann. Die Typ IlI-Zellen konnen sich ebenfalls selbst erhalten oder weiter
differenzierte Tumorzellen hervorbringen. Die CD133-positiven Typ II- sowie die CD133-
negativen Typ III-Zellen sind weniger tumorigen als die Typ I-Zellen. Typ II- und Typ III-



Zellen sind als Progenitoren zu betrachten, die im Vergleich zur Typ I-Zelle, der
eigentlichen Gliomstammzelle, weiter differenziert sind. Typ I- und Typ II-Zellen zeigen
eine hohe Expression von stammzellassoziierten Markern wie Nestin, SOX2 (SRY (sex
determining region Y)-box 2) und FABP7 (fatty acid binding protein 7). Typ IlI-Zellen
hingegen zeigen eine Expression von Markern intermediérer neuraler Progenitoren, wie
TBR2 (T-box brain protein 2) und DLX2 (distal-less homeobox 2) (Chen et al., 2010;
Abb. 1). Da die verschiedenen Tumorzellen, die die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und
Tumorneubildung besitzen, in vivo und in vitro gemeinsam auftreten, werden sie in dieser
Arbeit unter dem Begriff ,stammzelléhnliche Gliomzellen® (stem-like glioma cells,
SLGCs) zusammengefasst. SLGCs sind aufgrund ihrer Féhigkeit zur multipotenten
Differenzierung in der Lage, sehr heterogene Gliome zu bilden (Osuka und Van Meir,

2017).

Cell types present in primary tumor
More differentiated

Type | _ Type Il Type Il
%) , . .
: “S,
CD133- ) pesin cD133+ ) cp133. ) [9R% co133; )
Self renewal Self renewal Self renewal No self renewal
' { '
N -“'0;. ' - ‘.,'2. o R .
f@d . P R Three clonogenic
“"2{0’ s ‘:“’ ‘3'2i @) %2 cell types are
= identified
Clone types
generate a

spectrum of
growth patterns

Abbildung 1: Zellulire Hierarchie von stammzellihnlichen Gliomzellen in GBMs. Das Modell zeigt die
stammzelldhnlichen Typl-, TypIl- wund TyplIll-Zellen sowie deren  Wachstums- und
Differenzierungsverhalten. Mit zunehmender Differenzierung von der Typ [-Zelle zur Typ III-Zelle kommt
es zu einer Abnahme der Tumorigenitit in Mausmodellen. FABP7: fatty acid binding protein 7; TBR2: T-
box brain protein 2; DLX2: distal-less homeobox 2. Quelle: Chen et al., 2010



Zusitzlich zur zelluldren Hierarchie ist davon auszugehen, dass in GBMs verschiedene
Zellpopulationen mit einer molekularen Heterogenitit am komplexen Vorgang der
Rezidivbildung beteiligt sein konnen (Johnson et al., 2014). Somit wiirden verschiedene
Hierarchien von SLGCs parallel existieren, die sich durch genetische und epigenetische
Eigenschaften voneinander unterscheiden. Verbindende Eigenschaften aller SLGCs sind
die gesteigerte Resistenz gegeniiber der Radiochemotherapie und die Fahigkeit GBM-
Rezidive zu bilden (Hadjipanayis und Van Meir, 2009).

SLGCs scheinen nicht nur iiber eine erhohte Therapieresistenz zu verfiigen, sondern auch
unter der Therapie weitere Resistenzmechanismen auszubilden. Eine gesteigerte
Effektivitit in der Reparatur von DNA-Schiden stellt einen potenziell wichtigen
Mechanismus bei der Entwicklung von Therapieresistenzen dar (Osuka und Van Meir,
2017). Bao und Kollegen (2006) konnten zeigen, dass CD133-positive SLGCs eine hohere
Strahlenresistenz aufweisen, als die CD133-negativen Tumorzellen. Bei diesen Zellen kam
es durch eine gesteigerte Aktivierung der DNA-Schadensantwort zu einer effektiveren
Reparatur der strahleninduzierten DNA-Schidden. Die CD133-positiven SLGCs wiesen
eine deutlich erhohte Phosphorylierung der Kinasen ATM (ataxia teleangiectasia
mutated), Chkl (checkpoint kinase 1) und Chk2 (checkpoint kinase 2) im Vergleich zu den
CDI133-negativen Tumorzellen auf mit einer nachfolgend erhohten DNA-
Reparaturkapazitit. Das Modell von Chen und Kollegen (2010) (Abb. 1) zeigt, dass nur ein
Teil der SLGCs CD133-positiv ist, die Typ II-Zellen. Hieraus ergibt sich die Frage, ob
auch die CD133-negativen TypI- und Typ IlI-Zellen eine erhdhte Strahlenresistenz
aufgrund  dhnlicher Mechanismen aufweisen. Der Zusammenhang zwischen
Stammzelleigenschaften und Strahlenresistenz bei Typ I- und Typ III-Zellen wurde bisher
nicht publiziert.

Ein weiterer kritischer Aspekt fiir die Rezidivbildung bei GBMs ist die hohe Invasivitét der
Tumorzellen, da diese das umliegende gesunde Hirnparenchym infiltrieren und so der
operativen Resektion entgehen (Wainwright et al., 2012). Es gibt Hinweise darauf, dass
SLGCs eine hohere Invasivitit aufweisen als Nicht-SLGCs (Cheng et al., 2011). Weiterhin
konnte bei GBM-Rezidiven eine relativ zu den Priméirtumoren stark gesteigerte Invasivitét

beobachtet werden (Nandeesh et al., 2018).



1.3 Rad51 und die homologe Rekombination

Die Rekombinase Rad51 ist ein Schliisselprotein bei der homologen Rekombination (HR)
und spielt somit eine wichtige Rolle bei der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
unter Wahrung der genomischen Integritit (Godin et al., 2016; Schild und Wiese, 2010).
Bei der homologen Rekombination wird eine homologe DNA-Sequenz des
Schwesterchromatids als Template verwendet, wodurch eine fehlerfreie DNA-Reparatur
moglich wird (Kinner et al., 2008; Oberle und Blattner, 2010). Rad51 fiihrt die hierbei

entscheidenden Schritte der Homologiesuche und Stranginvasion aus (Godin et al., 2016).

Die Proteinkinasen ATM (ataxia teleangiectasia mutated) und ATR (ataxia
teleangiectasia and Rad3-related protein) spielen eine essenzielle Rolle bei der DNA-
Schadensantwort und der Einleitung der DNA-Reparatur (Bohgaki et al., 2010; Santivasi
und Xia, 2014). Sie erkennen Lésionen in der DNA und vermitteln {iber die Aktivierung
mehrerer Proteine durch Phosphorylierung die weiteren Prozesse der zelluldren
Schadensantwort, wie den Zellzyklusarrest, wodurch die DNA-Reparatur ermdglicht wird.
Weiterhin konnen Apoptose oder Seneszenz induziert werden (Bohgaki et al., 2010).
Wiéhrend ATM besonders wichtig bei der Schadensantwort bei Doppelstrangbriichen ist,
ist ATR vor allem an den Signalwegen bei Einzelstrangbriichen beteiligt (Bohgaki et al.,
2010). ATM phosphoryliert unter anderen das Histonprotein H2AX. Das entstehende
YH2AX markiert den Doppelstrangbruch und unterstiitzt die Rekrutierung weiterer
Kinasen und Effektoren der DNA-Reparatur (Bohgaki et al., 2010; Shah und O’Shea,
2015). AuBBerdem aktivieren ATM und ATR die Checkpointkinasen Chkl und Chk2, die
die Zellzykluscheckpoints aktivieren und den Zellzyklus unterbrechen (Bohgaki et al.,
2010).

Einer Zelle stehen verschiedene Methoden zur Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
zur Verfiigung, die jeweils unter bestimmten Umstinden bevorzugt eingesetzt werden
(Bernstein und Rothstein, 2009). Befinden sich die Zellen zum Zeitpunkt des
Doppelstrangbruches in der S- oder G;-Phase des Zellzyklus, findet die Reparatur
bevorzugt durch homologe Rekombination statt. In den iibrigen Zellzyklusphasen wird die
nicht-homologe Endverkniipfung (non-homologous end-joining, NHEJ) genutzt, da hier
das Schwesterchromatid nicht als homologes Template zur Verfiigung steht (Bernstein und
Rothstein, 2009). AuBlerdem entscheidet auch die Art der DNA-Lision dariiber, welcher

Reparaturweg genutzt wird. So wird fiir die Reparatur von Doppelstrangbriichen, die durch
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ionisierende Strahlung hervorgerufen werden, bevorzugt die homologe Rekombination
eingesetzt. Treten Doppelstrangbriiche wihrend der Gi-Phase auf, wird die Reparatur bis
zum Eintritt in die S-Phase verzdgert und dann die homologe Rekombination genutzt

(Barlow et al., 2008).

Die Verinderung der Chromatinstruktur bei einem Doppelstrangbruch fiihrt zu einer
Autophosphorylierung von ATM und der Dissoziation von inaktiven ATM-Homodimeren
in aktive Monomere (Bohgaki et al., 2010; Kastan und Bartek, 2004). Hierfiir wird
zundchst der MRN-Komplex (Mrel1-Rad50-Nbsl) benétigt, der den Doppelstrangbruch
erkennt und die ATM-Homodimere zum Ort der DNA-Lésion rekrutiert (Bohgaki et al.,
2010).

Im ersten Schritt der homologen Rekombination bindet der MRN-Komplex an die freien
DNA-Enden im Bereich des Doppelstrangbruchs und entfernt zusammen mit der
Endonuklease CtIP (C-terminal-binding protein-interacting protein) die 5’-Enden, sodass
freie 3’-Einzelstrangiiberhinge entstehen (Godin et al., 2016; Makharashvili und Paull,
2015). Die freien 3’-Einzelstringe werden unmittelbar mit dem Replikationsprotein A
(RPA) beladen, welches die Einzelstringe vor weiterem Abbau schiitzt und der Zelle einen
nicht reparierten Doppelstrangbruch signalisiert (Abb. 2) (Godin et al., 2016). Im zweiten
Schritt wird RPA durch Rad51 ersetzt. Hierbei wird Rad51 von dem
Rekombinationsmediator BRCA2 (breast cancer2) gebunden und zu den RPA-
gebundenen DNA-FEinzelstrdngen transportiert (Abb.2) (Schild und Wiese, 2010).
AnschlieBend bildet Rad51 mit der DNA und weiteren Faktoren wie Rad52 ein
Nukleoproteinfilament (Abb. 2) (Oberle und Blattner, 2010). Im vierten Schritt sucht
dieses Filament homologe Sequenzen im Schwesterchromatid und ermdglicht eine
Basenpaarung mit dem zu reparierenden Einzelstrang, wodurch eine Heteroduplex-DNA
entsteht (Oberle und Blattner, 2010). Der invadierende Einzelstrang wird durch DNA-
Polymerasen verldangert, wobei das Schwesterchromatid als Template dient (Abb. 2)
(Oberle und Blattner, 2010). Hierdurch wird eine fehlerfreie DNA-Reparatur ermdglicht
(Kinner et al., 2008). Im fiinften und letzten Schritt wird die entstandene Holiday Junction
zwischen dem invadierenden Strang und dem homologen Schwesterchromatid durch
Rad51C (Rad51 paralog C) und XRCC3 (X-ray repair cross complementing 3) aufgelost
und es entstehen wieder zwei einzelne DNA-Doppelhelices (Abb. 2) (Oberle und Blattner,
2010).
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Abbildung 2: Homologe Rekombination. (1) Nachdem der MRN-Komplex einen DNA-Doppelstrangbruch
erkannt hat, entfernt er zusammen mit der Endonuklease CtIP Nukleotide an den freien 5’-Enden. Die dabei
entstehenden freien 3’-Einzelstrangiiberhinge werden mit RPA beladen, welches diese vor dem Abbau
schiitzt. (2) Mit Hilfe von Rekombinationsmediatoren wie BRCA2 wird RPA durch Rad51 ersetzt. (3) Rad51
bildet mit der DNA Nukleoproteinfilamente aus. (4) Diese Filamente ermdglichen eine Basenpaarung mit
homologen Sequenzen im Schwesterchromatid und der invadierende Einzelstrang wird unter Zuhilfenahme
des Schwesterchromatidtemplates verldngert. (5) AbschlieBend wird die entstandene Holiday Junction
aufgelost und es entstehen wieder 2 DNA-Doppelhelices. ssDNA: Einzelstrang- (single-stranded) DNA;
RPA: Replikationsprotein A; BRCA2: breast cancer 2. Quelle: Wilson und Elledge, 2002

In der Mehrzahl humaner maligner Tumoren ist Rad51 iiberexprimiert, was mit einer
verschlechterten Prognose und einem verminderten Patienteniiberleben assoziiert ist (Hine
et al., 2014; Klein, 2008). Wihrend in normalen nichtmalignen Zellen die Rad51-
Expression sehr streng kontrolliert ist, ist in Tumorzellen meist eine stark erhohte Rad51-
Promoteraktivitdt nachweisbar. Durchschnittlich ist die Promoteraktivitit um das 850fache

im Vergleich zu nichtmalignen Zellen gesteigert ist (Hine et al., 2014). Die diesem
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Phinomen zugrunde liegenden Mechanismen sind bislang wenig erforscht, allerdings
deutet viel darauf hin, dass die Regulation des Rad51-Promoters in Tumorzellen ein
hochkomplexer Vorgang ist, der von multiplen Faktoren beeinflusst wird. AuBerdem
scheint die RadS51-Promoteraktivitit mit zunehmender maligner Transformation der
Tumorzellen anzusteigen (Hine et al., 2014). Ein moglicher Erkldarungsansatz ist der, dass
eine initial gestorte Funktion der homologen Rekombination, die iiber eine folgende
genomische Instabilitit an der Tumorentstehung beteiligt ist, zu einer kompensatorischen
Rad51-Uberexpression fiihrt (Schild und Wiese, 2010). Die schlechtere Prognose von
Tumoren mit einer Rad51-Uberexpression kdnnte auf eine erhohte Aggressivitit oder
Metastasierungsrate oder aber auf eine gesteigerte Therapieresistenz zuriickzufiihren sein

(Hine et al., 2014).

1.4 TP53 Tumorsuppressor

Der Tumorsuppressor TP53 ist ein Transkriptionsfaktor, der als Tetramer an DNA-
Erkennungselemente (p53 DNA RE, DNA response elements) bindet und die Expression
von Zielgenen aktiviert (Kearns et al., 2016). TP53 spielt eine zentrale Rolle bei der
Regulation verschiedener zelluldrer Vorginge, insbesondere bei zelluldirem Stress und im
Rahmen der DNA-Schadensantwort (Nicolai et al., 2015; Vijayakumaran et al., 2015).
TP53 reguliert den Zellzyklus, die DNA-Reparatur, Apoptose und Seneszenz (Nicolai et
al., 2015). TP53 ist somit elementar fiir die Wahrung der genomischen Integritét einer
Zelle (Nicloai et al., 2015).

In ungestressten Zellen wird TP53 in einer negativen Riickkopplungsschleife konstant auf
einem niedrigen Level gehalten (Appella und Anderson, 2001). In dieser Riickkopplung
induziert TP53 die Transkription des Gens, das fiir die E3 Ligase MDM2 (mouse double
minute 2 homolog) kodiert (Abb. 3). Diese besitzt die Féhigkeit, TP53 zu poly-
ubiquitinylieren und somit dem proteasomalen Abbau zuzufiihren (Hock und Vousden,
2014). AuBerdem besitzt das MDM2/MDM4 (mouse double minute 4 homolog)-
Heterodimer die Féhigkeit, ubiquitinylierungsunabhingig die transkriptionale Aktivitét
von TP53 direkt zu hemmen und durch Mono-Ubiquitinylierung den nukledren Export von
TP53 zu bewirken (Hock und Vousden, 2014). Genotoxischer Stress fiihrt zu einer
Unterbrechung dieser negativen Riickkopplungsschleife. Dabei wird TP53 vorriibergehend

stabilisiert und akkumuliert im Kern. Hier aktiviert TP53 seine Zielgene, darunter den
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Zellzyklusinhibitor p21¢P! (Appella und Anderson, 2001; Kendig et al., 2017). Nach
einem DNA-Schaden, beispielsweise durch ionisierende Strahlung, kommt es zu einer
Phosphorylierung von TP53 in verschiedenen Aminosdureresten. Der Serylrest S15 wird
beispielsweise durch die Kinasen ATM und DNA-PK (DNA-abhingige Proteinkinase)
phosphoryliert, der Serylrest S20 durch die Kinasen ATM und Chk2 (Abb. 3) (Hock und
Vousden, 2014; Shieh et al., 1997). Hierdurch wird die Interaktion mit der E3 Ligase
MDM2 gestort und es kommt zu der oben beschriebenen Akkumulation von TPS53
(Appella und Anderson, 2001; Shieh et al., 1997). Zusétzlich wird auch MDM2
phosphoryliert, wodurch zusétzlich die Interaktion von TP53 und MDM2 vermindert wird
(Hock und Vousden, 2014).

Die Akkumulation von TP53 vermittelt zundchst einen Zellzyklusarrest, wodurch die
DNA-Reparatur ermoglicht wird (Williams und Schumacher, 2016). TP53 aktiviert das
Gen, das fiir den Zellzyklusinhibitor p21"! kodiert (Brown et al., 1997). p21¢iP! hemmt
den Cyclin E/CDK2 (cyclin-dependent kinase 2)- und den Cyclin D/CDK4 (cyclin-
dependent kinase 4)-Komplex, wodurch es zu einem Gl-Arrest kommt (Chen, 2016).
Einen G2-Arrest bewirkt TP53 durch eine Hemmung der Bildung des Cyclin-B1/CDK1
(cyclin-dependent kinase 1)-Komplexes (Taylor und Stark, 2001). Der Zellzyklusarrest ist
reversibel, wenn nach erfolgreicher DNA-Reparatur das TP53-Level im Zellkern féllt. Bei
weiterhin fortbestehenden DNA-Schiden kann TP353 iiber einen verlidngerten p21C¢iPl-
Anstieg den Eintritt der Zelle in die Seneszenz vermitteln (Chen, 2016). TP53 nimmt
aulerdem  direkten  Einfluss auf die  Aktivierung  verschiedener = DNA-
Reparaturmechanismen (Williams und Schumacher, 2016). So konnte gezeigt werden, dass
TP53 direkt die Expression des fiir die homologe Rekombination wichtigen Rad51
beeinflusst (Hine et al., 2014). SchlieBlich kann TP53 iiber die Aktivierung verschiedener
Gene die Apoptose induzieren. Wichtige Zielgene sind in diesem Kontext die Gene, die fiir
die proapoptotischen Proteine PUMA (p353 upregulated modulator of apoptosis) und BAX
(Bcl-2-associated X protein) kodieren (Chen, 2016).

11



vLAcute DNA damage ‘ | Hyperproliferative signals ‘
AVK ) 1

VID M
ATM and/or ATR ) — m P

|

S15 @

CHK1 and/or CHK2 —> S20 @ 'ﬂ

~ /

ai

It 6

‘\ M_g/ X!ﬂ @a[ i%

\ Cell cycle arrest ‘ DNA repair ‘ Apoptosis ‘ [Senescence

Abbildung 3: Bedeutung des Tumorsuppressors TPS53 fiir die DNA-Schadensantwort nach
Bestrahlung. Im Fall eines DNA-Schadens wird TP53 durch die Kinasen ATM oder ATR direkt im
Serylrest S15 oder indirekt iiber die Checkpointkinasen Chkl oder Chk2 im Serylrest S20 phosphoryliert,
wodurch die negative Riickkopplungsschleife mit MDM2 und MDM4 unterbrochen wird und es zur
Akkumulation und Aktivierung von TP53 kommt. Infolgedessen aktiviert TP53 Zielgene, die einen
Zellzyklusarrest, die DNA-Reparatur sowie die Apoptose oder Seneszenz auslosen. Die Aufhebung der
negativen Riickkopplung kann zusétzlich durch die direkte Hemmung von MDM2 durch ATM oder ATR
erzielt werden. Andererseits induzieren hyperproliferative Signale iiber den Tumorsuppressor ARF eine
Hemmung von MDM?2 und somit ebenfalls eine Aktivierung von TP53. ATM: ataxia teleangiectasia
mutated; ATR: ataxia teleangiectasia and Rad3-related protein; Chkl: checkpoint kinase 1; Chk2:
checkpoint kinase 2; MDM2: mouse double minute 2 homolog; MDM4: mouse double minute 4 homolog;
AREF: alternative reading frame. Quelle: Bieging et al., 2014

Mittels der Aktivierung verschiedenster Effektorproteine spielt TP53 eine entscheidende
Rolle bei der Verhinderung der Tumorgenese. Eine fehlerhafte Funktion von TPS53
hingegen beglinstigt die Tumorentstehung (Liu et al., 2014). Das fiir TP53 kodierende Gen
ist eines der am hiufigsten mutierten Gene in soliden Tumoren (Liu et al., 2014). 80% aller
Mutationen im TP53-Gen in menschlichen Tumoren sind missense-Mutationen, das heif3t
es kommt zu einem Verlust der TP53-Funktion (Bieging et al., 2014). Allerdings kann ein
mutiertes TP53 einen sogenannten dominant-negativen Effekt auf verbliebenes Wildtyp-
TP53 ausiiben (Muller und Vousden, 2014). Mutiertes und Wildtyp-TP53 bilden hierbei
Heterotetramere, was zu einer eingeschrinkten oder fehlerhaften Aktivitdt fiihrt (Billant
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et al., 2016). Es kann allerdings nicht nur zu diesen sogenannten ,,loss of function* (LOF)-
Mutationen, sondern auch zur sogenannten ,.gain of function* (GOF)-Mutation kommen.
Im Fall der GOFs weisen die TP53-Proteine Verdnderungen auf, die aktiv zur
Tumorprogression und Therapieresistenz beitragen (Bieging et al., 2014; Muller und
Vousden, 2014; Oren und Rotter, 2010). Dieser Effekt kann auf unterschiedlichen
Ursachen beruhen (Liu et al., 2014).

Vereinfachend lassen sich TP53-Mutanten in Kontakt- und Konformationsmutanten
einteilen. Kontaktmutanten haben durch Verdnderungen der Aminosduresequenz in ihrer
DNA-bindenden Domine eine verminderte bis fehlende transkriptionale Aktivitét, bei
Konformationsmutanten ist die dreidimensionale Struktur des Proteins verdandert (Muller
und Vousden, 2014). Obwohl Mutationen an vielen verschiedenen Stellen des TP53-Gens
identifiziert wurden, sind sechs Aminosiurereste, die sogenannten ,,Hotspots®, mit etwa
25% aller Verdnderungen besonders hdufig betroffen. Dies sind die Aminosdurereste:
Arginin 175, Glycin 245, Arginin 248, Arginin 249, Arginin 273 und Arginin 282 (Liu et
al., 2014; Muller und Vousden, 2014). In der Mehrheit der Fille fiihren diese Mutationen
zu einer stabilen Expression der TP53-GOFs in den Tumorzellen (Muller und Vousden,

2014).

Fir TP53 ist bekannt, dass es Rad51 und die Aktivitdt der homologen Rekombination
unterdriickt und damit an deren Regulierung beteiligt ist (Arias-Lopez et al., 2006). Dabei
wird die Rad51-Funktion sowohl transkriptional als auch direkt durch eine physische
Interaktion der beiden Proteine unterdriickt (Bertrand et al., 2004). Eine prézise
Regulierung von Rad51 und der homologen Rekombination ist wichtig fiir die genomische
Stabilitit von Zellen. Wéhrend die effektive Unterdriickung von Rad51 fiir Wildtyp-TP53
beschrieben ist, scheint dies nicht fiir mutiertes TP53 zuzutreffen (Arias-Lopez et al.,
2006). Eine fehlerhafte Unterdriickung von Rad51 und der homologen Rekombination
durch mutiertes TP53 konnte nicht nur zu einer malignen Transformation beitragen,
sondern auch zu einer gesteigerten Therapieresistenz der betroffenen Zellen (Arias-Lopez
et al., 2006; Hine et al., 2014). Hieraus ergibt sich die Frage, welche Rolle TP53-
Mutationen bei der Therapieresistenz von SLGCs spielen und insbesondere welche TP53-

Mutationen eine fehlerhafte Unterdriickung von Rad51 bewirken.
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1.5 Fragestellung

Die zentrale Schwierigkeit bei der Behandlung von GBMs ist das Auftreten von
therapieresistenten Tumorrezidiven, an denen die Patienten versterben und zu deren
Entstehung stammzelldhnliche Gliomzellen (SLGCs) beitragen (Osuka und Van Meir,
2017). Neben der Fdhigkeit, die Tumorprogression auf vielfiltige Art und Weise zu
fordern, zeichnen sich SLGCs durch ihre Resistenz gegeniiber der Radiochemotherapie mit
TMZ aus (Bao et al., 2006; Hadjipanayis und Van Meir, 2009). Die verantwortlichen
Resistenzmechanismen sind bislang weitgehend unbekannt. Eine erhdhte Kapazitit zur
Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen konnte hierbei eine wichtige Rolle spielen
(Bao et al., 2006; Osuka und Van Meir, 2017).

Da das Schliisselprotein der homologen Rekombination Rad51 in der Mehrzahl maligner
humaner Tumoren {iberexprimiert ist (Hine et al., 2014; Klein, 2008; Schild und Wiese,
2010), stellte sich die Frage, ob Rad51 fiir die Resistenz von SLGCs gegeniiber
Bestrahlung eine Rolle spielt.

Konkret wurde in dieser Arbeit untersucht, ob Rad51 in SLGC-Linien aus verschiedenen
Patienten mit malignen Gliomen exprimiert wird und ob die basalen Rad51-Level der
unterschiedlichen SLGCs voneinander abweichen. Auflerdem wurde die Frage bearbeitet,
ob es nach Bestrahlung der SLGCs zu einer gesteigerten Expression und einer verédnderten
subzelluldren Lokalisation von Rad51 kommt, als Anzeichen fiir eine gesteigerte Rad51-
abhingige DNA-Reparatur. Dariiber hinaus wurde untersucht, ob es beziiglich der
Induktion und der Verdnderung der subzelluldren Lokalisation von Rad51 Unterschiede
zwischen SLGC-Linien mit TP53-Wildtyp und TP53-Mutation gibt. SchlieBlich sollte
ermittelt werden, ob die zusitzliche Gabe von TMZ die strahleninduzierte Rad51-

Expression und die Rad51-Lokalisation beeinflusst.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden sieben verschiedene humane, stammzelldhnliche SLGC-Linien mit
unterschiedlichem TP53-Status verwendet. Diese Zelllinien wurden in der AG Zechel aus
Tumorgewebe angelegt, das von der Klinik fiir Neurochirurgie des Universititsklinikums
Schleswig-Holstein (Campus Liibeck) chirurgisch gewonnen wurde. Die Verwendung des
Tumormaterials fiir die Forschung erfolgte nach der schriftlichen Einverstidndniserklarung
der Patienten, die nach Aufkldrung durch den behandelnden Arzt gegeben wurde. Das
Verfahren erfolgte nach dem positiven Votum 08-070 der Ethikkommission der
Universitit zu Liibeck (siche Anhang). Das Anlegen der SLGC-Linien wurde von der
Arbeitsgruppe in Choschzick et al. (2014) und Raju et al. (2015) beschrieben. Die auf diese
Weise gewonnenen SLGC-Linien wurden mit ,, T fiir Tumorzelllinie und einer
fortlaufenden Nummer bezeichnet. Die Eigenschaften der verwendeten SLGC-Linien
wurden beschrieben (Choschzick et al., 2014; Hirseland, 2017; Raju et al., 2015). Zu
Vergleichszwecken wurde zusétzlich die etablierte GBM-Zelllinie US7MG untersucht.
Diese stammt aus einem humanen WHO-Grad IV Glioblastom und wurde vielfach als
Untersuchungsmodell fiir humane Glioblastome eingesetzt (Xie et al., 2015). Die US7MG-
Zelllinie wurde uns von den Professoren Lamszus und Westphal (Klinik fiir
Neurochirurgie, Universitdtsklinikum Hamburg-Eppendorf) zur Verfiigung gestellt. Die fiir
diese Arbeit wichtigen FEigenschaften der verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 1

aufgefiihrt.
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Tabelle 1: Verwendete Zelllinien

Zelllinie Ursprungs- Wachstums-  TPS3- MGMT- RT TMZ
tumor verhalten Status Status

T1371 GSarc adhirent R175H U 20 Gy 200 uM
(GOF)

T1440 GBM adhirent WT M 25 Gy 25 uM

T1442 GBM adhirent N239D M/U 20 Gy 100 uM
(missense)

T1447-cl4  GSarc semiadhidrent ~ R248W M/U 20 Gy 50 uM
(GOF)

T1452 GBM sphérisch SpleiB3- M/U 25 Gy 100 pM
Mutante

T1495 GBM adhérent R273H M/U 20 Gy 100 uM
(GOF)

T1522 GBM adhirent WT M/U 10 Gy 100 uM

USTMG GBM adhérent WT M 25 Gy 100 pM

GSarc: Gliosarkom; GBM: Glioblastom; WT: Wildtyp; GOF: gain of function-Mutation; missense: missense-

Mutation; R175H: Arginin 175 durch Histidin ersetzt; N239D: Asparagin 239 durch Aspartat ersetzt;
R248W: Arginin 248 durch Tryptophan ersetzt; R273H: Arginin 273 durch Histidin ersetzt; Spleif3-Mutante:
SpleiB-Mutation mit Verlust der 3’-Spleif3-Stelle im Intron zwischen Exon 6 und Exon 7; MGMT: O-6-

Methylguanin-DNA-Methyltransferase; M: methyliert; U: unmethyliert; M/U: gemischter MGMT-Status;

RT: Bestrahlung; TMZ: Temozolomid. Die eingesetzten Bestrahlungs- und TMZ-Dosen richteten sich nach
fritheren Arbeiten der Arbeitsgruppe. Quellen: Dahlke, 2018; Dorenberg, 2017; Hirseland, 2017; Limpert,

2018

16



2.1.2  Zellkulturmedien

Tabelle 2: Zellkulturmedien

Bezeichnung

Zusammensetzung

Anwendung

Serumbhaltiges F-Medium

Basismedium

Serumfreies N-Medium

DMEM/ Ham’s F12 (88%)
FCS (10%)
Penicillin/Streptomycin (1%)
Ampbhotericin (1%)

DMEM/ Ham’s F12 (96%)
L-Glutamin 200 mM (2%)
Penicillin/Streptomycin (1%)
Ampbhotericin (1%)
Basismedium (80%)

BIT 9500 Serumersatz (20%)
rEGF (20 ng/ml)

rbFGF (20 ng/ml)

Kultivierung US7MG

Komponente des N-Mediums

Kultivierung SLGC-Linien

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium; FCS: fetales Kélberserum, rEGF: rekombinanter, humaner,

epidermaler Wachstumsfaktor; tbFGF: rekombinanter, humaner, basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor;

SLGC: stem-like glioma cell

2.1.3  (Bio)Chemikalien, Wachstumsfaktoren, Puffer und Losungen

Tabelle 3: (Bio)Chemikalien und Wachstumsfaktoren

Bezeichnung

Hersteller

Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,8%)
Ampbhotericin B (1 ng/10 pl)

APS (Ammoniumpersulfat)

BIT 9500 Serumersatz
Bradford-Reagenz

Bromphenolblau

Coomassie Brilliant Blue R-250
DAPI (4°,6-Diamidin-2-phenylindol)
DMEM/ Ham’s F12

DMSO (Dimethylsulfoxid)
Essigsdure

Ethanol p.a.

FCS (Fetales Kilberserum)

BioRad, Miinchen, D
PromoCell, Heidelberg, D
Sigma-Aldrich, Miinchen, D
PELOBiotech, Planegg, D
BioRad, Miinchen, D
Merck, Darmstadt, D

ICN Biomedicals, Aurora, USA
Roth, Karlsruhe, D
Biochrom, Berlin, D

Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D

Gibco, Karlsruhe, D
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Fibronektin (1 mg/ml) PromoCell, Heidelberg, D

Fluoromount-G™-Lésung Southern Biotech, Birmingham, USA
Glycerol MP Biomedicals, Illkirch, FRA
Glycin Sigma-Aldrich, Steinheim, D
L-Glutamin (200 mM) PromoCell, Heidelberg, D
2-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe, D
Penicillin/Streptomycin (1 ng/10 pl) PromoCell, Heidelberg, D

PIC (Proteinase Inhibitor Cocktail) Roche, Mannheim, D

PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) Merck, Darmstadt, D

rbFGF (basischer Fibroblasten-Wachstumsfaktor) PromoCell, Heidelberg, D
rEGF (epidermaler Wachstumsfaktor) PromoCell, Heidelberg, D

SDS (sodium dodecy! sulfate) Roth, Karlsruhe, D

Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder Fermentas/ThermoScientific, Schwerte, D
Super Signal® West Dura Extended Duration Thermo Scientific, Schwerte, D
Substrate

TEMED (Tetramethylethylendiamin) Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Temodal (Temozolomid) MSD Sharp & Dohme, Haar, D
Tris-Base Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Triton-X 100 Sigma-Aldrich, Miinchen, D
Trockenmilchpulver Roth, Karlsruhe, D

Trypanblau Seromed, Berlin, D
Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraessigsdure) Invitrogen-Gibco, Karlsruhe, D

Weitere Chemikalien und Salze, wie HCl, KCl, NaCl, EDTA, diverse Natrium- und
Kaluimphosphate, NaOH und Methanol, wurden von Merck (Darmstadt, D), Roth
(Karlsruhe, D) und Fluka Analytical (Seelze, D) bezogen.

Tabelle 4: Puffer und Losungen

Bezeichnung Zusammensetzung

Coomassie-Entfarber 7,5% Essigsdure (v/v)
25% Ethanol (v/v)

Coomassie-Farbelosung 0,1% Coomassie Brilliant Blue R-250 (w/v)
10% Essigsaure (v/v)
50% Ethanol (v/v)

DAPI-Farbelosung 0,25 pg/ul 1x PBS
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Ethanol-Eisessig-Fixiergemisch

JLB-Puffer

Laemmli-Puffer (2x)

Losung zur Verdiinnung der Antikorper fiir die

immuncytochemische Féarbung

PBS (10x) pH 7,4

SDS-PAGE Elektrophoresepuffer (5x)

SDS-PAGE Sammelgelpuffer

SDS-PAGE Trenngelpuffer

TEN-Puffer

Western Blot Blockpuffer

Western Blot Transferpuffer

95% Ethanol (v/v)

5% Eisessig (v/v)

50 mM Tris-HCI (pH 8)

150 mM NaCl

10% Glycerol (v/v)

0,5% Triton-X 100 (v/v)

25 ml Sammelgelpuffer

40 ml 10% SDS (w/v)

20 ml 85% Glycerol (v/v)

10 ml 2-Mercaptoethanol

5 ml 2,5% Bromphenolblau (w/v)

1x PBS

10% FCS (v/v)

0,02% Natrium-Azid (v/v)

80 g NaCl +2 g KCI +

11,5 g Na,HPO4x 12 H2O + 2 g KH,POs,
mit H20 dest. auf 1000 ml

25 mM Tris-Base

0,2 M Glycin

0,1% SDS (w/v)

12 g Tris-Base in 160 ml H>O dest. 16sen,
mit HCI konz. auf pH 6,8 einstellen,

2 ml 10% SDS (w/v), mit H,O dest. auf
200 ml

36,3 g Tris-Base in 160 ml H»O dest. 16sen,
mit HCI konz. auf pH 8,8 einstellen,

2 ml 10% SDS (w/v), mit H,O dest. auf
200 ml

10 mM Tris-HCI (pH 8)

1 mM EDTA (pH 8)

100 mM NaCl

1x PBS

1% Trockenmilch (w/v)

5,8 g Tris-Base + 2,9 g Glycin

+ 10% SDS (v/v)

zu 800 ml H>O dest. + 200 ml Methanol
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Western Blot Waschpuffer Ix PBS
0,5% Tween 20 (v/v)

PBS: phosphate buffered saline; SDS: sodium dodecyl! sulfate; PAGE: polyacrylamide gel electrophoresis

2.1.4  Verbrauchsmaterial, Gerdte und Hilfsmittel

Tabelle 5: Verbrauchsmaterial

Objekt Hersteller

chamber slides Thermo Fisher Scientific, Schwerte, D
Deckgléser Thermo Scientific, Braunschweig, D
Einmalplastikpipetten (1, 2, 5, 10, 25 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Einmalplastikrohrchen (10, 15 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Pipettenspitzen (P20, P200, P1000) Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
ReaktionsgefiBie (0,5, 1,5, 2 ml) Eppendorf, Hamburg, D

Whatman 3MM Paper Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Zellkulturgefalle (T25, T75) Greiner Bio-One, Frickenhausen, D
Zellkulturschalen (10 cm) Greiner Bio-One, Frickenhausen, D

Tabelle 6: Gerite und Hilfsmittel

Objekt Hersteller

Centrifuge 5415C Eppendorf, Hamburg, D
Hera Cell Inkubat 80 Heraeus, Hanau, D
Lichtmikroskop Labovert FS Leitz, Wetzlar, D
Mikroliterpipetten (P20, P200, P1000) Gilson, Middletown, USA
Neubauer Zihlkammer Karl Hecht KG, Sondheim, D
Pipettierhilfen (1, 2, 5, 10, 25 ml) Gilson, Middletown, USA

Weitere Materialien, Gerédte und Softwareprogramme sind an den entsprechenden Stellen

im Methodenteil angegeben.

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

Alle Zellen wurden in 25 cm? Zellkulturflaschen (T25) in wasserdampfgesittigter
Atmosphdre bei 37°C und 5% CO;-Begasung kultiviert. Die SLGCs wurden in
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serumfreiem N-Medium kultiviert, das BIT 9500 als Serumersatz und die humanen
rekombinanten Wachstumsfaktoren EGF und bFGF enthielt (Tab.2). Die Zelllinie
U87MG wurde in serumhaltigem F-Medium kultiviert, das 10% FCS enthielt (Tab. 2). Das
Medium wurde bei allen SLGC-Linien nach zwei Tagen partiell ersetzt. Abhdngig von
Proliferationsrate und Konfluenz wurden die Zellen passagiert. Die adhdrenten und semi-
adhédrenten Zellen wurden passagiert, sobald eine Konfluenz von mehr als 80% erreicht
war. Die sphirischen wachsenden Zellen wurden passagiert, sobald sich eine dunkle
Verfarbung im Zentrum der Sphéroide bildete.

Um die Zellen zu passagieren wurde zundchst das Medium entfernt und die Zellen mit
5ml 1xPBS gewaschen. Im Fall der adhédrenten Kulturen war dies in den T25-
Zellkulturflaschen mdoglich, semiadhdrent und sphérisch wachsende Kulturen wurden dazu
in einem Einmalplastikrohrchen fiir 3 min bei Raumtemperatur und 250 x g pelletiert und
in PBS suspendiert. Darauthin wurden die Zellen mit 1 ml 0,05% Trypsin-EDTA-L6sung
enzymatisch und mechanisch dissoziiert. Das vollstindige Dissoziieren der Zellen wurde
unter dem Mikroskop kontrolliert. Anschlieend wurde durch Zugabe von 1 ml Medium
(Tab. 2) der Trypsinverdau gestoppt, die Suspension in ein Einmalplastikrohrchen
iiberfithrt und dieses fiir 3 min bei Raumtemperatur und 250 x g zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet mit 1x PBS suspendiert. Die Zellsuspension
wurde anschlieBend in gewiinschter Verdiinnung in eine neue Zellkulturflasche {iberfiihrt.
Bei Bedarf wurden die Zelllinien in gewiinschter Menge expandiert.

Fiir die Durchfithrung der Versuche wurden die Zellen in einer definierten Zellzahl in
10 cm Zellkulturschalen und chamber slides ausplattiert. Die Zellzahl wurde mit einer
Neubauer Zdhlkammer (Zahlkammerfaktor 1x 10%) in Anwesenheit von Trypanblau
bestimmt. In 10 cm Zellkulturschalen und chamber slides, die weniger als 24 h nach
Behandlung untersucht werden sollten, wurden die Zellen mit einer Dichte von
4 x 10* Zellen/cm? ausplattiert. In 10 cm Zellkulturschalen und chamber slides, die zu
einem spiteren Zeitpunkt nach Behandlung untersucht werden sollten, wurden die Zellen
mit einer Dichte von 1 x 10* Zellen/cm? ausplattiert. Fiir eine verbesserte Zelladhision
wurden die chamber slides mit Fibronektin (Tab. 3) beschichtet. Dafiir wurden 200 pl
einer 1:100 mit 1x PBS verdiinnten Fibronektinlésung in jede Kammer der chamber slides
gegeben und fiir mindestens 4 h im Zellkulturschrank bei 37 °C und 5% CO»2-Begasung
inkubiert. Anschlieend wurde dreimal mit je 500 pl 1x PBS gewaschen.
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2.2.2  Behandlung der Zellen

Bestrahlung

Die Zellen wurden 24 h vor der Behandlung in die Zellkulturgeféfle plattiert und bis zum
Behandlungszeitpunkt im Zellkulturschrank inkubiert. Die Zellkulturschalen wurden mit
Einzeitdosen in Hohe von 10, 20 und 25 Gy, die chamber slides mit Einzeitdosen in Hohe
von 5 Gy bestrahlt. Dies erfolgte mit 6 MeV Photonenstrahlung am Linearbeschleuniger
DHX2100 (Varian Medical Systems, Palo Alto, USA) bei einer Dosisleistung von
3 Gy/min in der Klinik fiir Strahlentherapie des Universitétsklinikums Schleswig-Holstein
am Campus Liibeck. Wihrend der Bestrahlung waren 2 cm starke, wasserdquivalente
Plexiglasplatten als Bolusmaterial unmittelbar oberhalb der Zellkulturschalen und chamber
slides in den Strahlengang eingebracht. Die Bestrahlungsdosis wurde individuell fiir jede
Zelllinie anhand von im Labor erstellten Dosiswirkungskurven ausgewihlt (Dorenberg,

2017). Ausschlaggebend war hierfiir die ermittelte EDso (Tab. 1).

Behandlung mit Temozolomid (TMZ)

Die chamber slides und einige Zellkulturschalen wurden mit dem Zytostatikum TMZ
(Tab. 3) in einer Konzentration, bei der im BrdU-ELISA (5-bromo-2’-deoxyuridine-
enzyme-linked immunoabsorbent assay) an Tag5 eine 50% Senkung der Proliferation
erreicht war, behandelt. In der Mehrheit der SLGCs war dies mit 100 uM TMZ méglich
(Tab. 1). Die ECso-Proliferation wurde zuvor im Labor von den Kollegen ermittelt
(Hirseland, 2017; Limpert, 2018). Das TMZ lag in Dimethylsulfoxid (DMSO) gel6st vor,
wobei der DMSO-Anteil bei der Behandlung 1% (v/v) betrug. Daher wurden die
Kontrollen ebenfalls mit 1% DMSO (Tab. 3) behandelt. Erfolgte die Behandlung mit TMZ
oder DMSO zusitzlich zu der Bestrahlung, so fand diese Behandlung jeweils unmittelbar

vor der Bestrahlung statt.

223 Proteinextraktion

Fiir die Durchfiihrung der Western Blot Analysen wurden aus den behandelten Zellen und
den Kontrollen Gesamtzellproteinextrakte (WCE, whole cell extract) gewonnen. Dafiir
wurden die Zellen zunéchst unter Einsatz eines Silikonspatels zu definierten Zeitpunkten
aus den 10 cm Zellkulturschalen geerntet. Die Zellernte fand auf Eis in 1 ml TEN-Puffer
(Tab. 4) statt. Danach wurden die erhaltenen Zellsuspensionen jeweils in einem

1,5 ml Reaktionsgefd fiir 3 min bei Raumtemperatur und 250 x g zentrifugiert und der
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Uberstand verworfen. AnschlieBend wurden die Zellpellets in JLB-Puffer (Tab. 4)
aufgenommen, dem die Proteaseinhibitoren PIC (1 ul/ml Puffer) und PMSF (2 pl/ml
Puffer) (Tab. 3) zugefiigt wurden. Es folgte eine Inkubation fiir 25 min auf Eis. Die Menge
des jeweils bendtigten JLB-Puffers wurde empirisch anhand der Pelletgrof3e festgelegt. Die
Zellbruchstiicke wurden fiir 10 min bei 4 °C und 20.000 x g pelletiert und der den WCE
enthaltende Uberstand in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefil iiberfiihrt. Bis zur weiteren
Verwendung wurden die WCEs bei -20 °C gelagert.

Mittels eines Bradford-Assays (Green und Sambrook, 2012) wurde die
Proteinkonzentration der WCEs photometrisch bestimmt. Dazu wurden 2 pl eines WCE
mit 200 pl 5x Bradford-Reagenz (BioRad, Miinchen, D) und 800 ul 1x PBS gemischt und
fiir 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion der Proben wurde anschlieBend
bei einer Wellenldnge von A = 595 nm gegen einen Leerwert (200 ul 5x Bradford-Reagenz
und 800 pl 1x PBS) gemessen (Helios Omega UV-Vis Photometer, Thermo Scientific,
Schwerte, D). Anhand einer Eichgeraden, die zuvor mit Serumalbumin erstellt wurde,

wurden die Proteinkonzentrationen der WCEs graphisch ermittelt.

2.2.4  SDS-PAGE

Fir die elektrophoretische  Auftrennung der  Proteinextrakte  wurde die
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) nach Laemmli (Green und Sambrook, 2012)
unter Verwendung des Mini-PROTEAN® 3 Elektrophoresesystems (BioRad, Miinchen, D)
durchgefiihrt. Die Elektrophorese fand bei 200 V mit 1x Elektrophoresepuffer (Tab. 4)
statt. Alle in der Untersuchung verwendeten Gele setzten sich aus einem 4% Sammelgel
und einem 10% Trenngel zusammen. Die genaue Zusammensetzung der Gele ist in

Tabelle 7 aufgefiihrt.
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Tabelle 7: Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele

Komponente Sammelgel (4%) Trenngel (10%)
H,O 1,8 ml 2ml
Sammelgelpuffer (pH 6,8) (Tab. 4) 750 pl ==
Trenngelpuffer (pH 8,8) (Tab. 4) - 1,25 ml
Acrylamid/Bisacrylamid (30%/0,8%) 400 pl 1,66 ml

10% APS 15 ul 50 ul

TEMED 4 ul 3l

APS: Ammoniumperoxodisulfat; TEMED: Tetramethylethylendiamin

Sdmtliche WCEs wurden zundchst in einem analytischen Ansatz auf ihre Integritét
untersucht. Dazu wurden 5 ul WCE, 5 ul 1x PBS und 10 pl 2x Laemmli-Puffer (Tab. 4)
gemischt, flir 5 min auf 94 °C erhitzt und auf 10% SDS-Polyacrylamid-Gelen aufgetrennt.
Anschlieend wurden die analytischen Gele fiir 20 min mit Coomassie-Farbeldsung
(Tab. 4) gefirbt und fiir mindestens 2 x 20 min mit Coomassie-Entfarber (Tab. 4) entfarbt
(Green und Sambrook, 2012).

Fiir die Western Blot Analyse wurden 20 pg WCE pro Geltasche aufgetragen. Auerdem
wurde Spectra™ Multicolor Broad Range Protein Ladder (Tab. 3) als Proteinlingenmarker
parallel elektrophoretisch aufgetrennt. Nach der Elektrophorese und vor dem Assemblieren
des Western Blots (2.2.5) wurden die die SDS-Gele fiir 15 min in Transferpuffer inkubiert
(Tab. 4).

2.2.5 Western Blot

Fiir den Western Blot wurde das Semi-Dry-Verfahren angewendet und das Trans-Blot SD
System (BioRad, Miinchen, D) eingesetzt. Der Proteintransfer von den SDS-Gelen auf
Nitrozellulosemembranen (BioRad, Miinchen, D) erfolgte fiir 1 h bei 15 V. Anschlie8end
wurden die unbesetzten Bindestellen der Nitrozellulosemembranen durch 15 min
Inkubation mit Blockpuffer (Tab. 4) abgesittigt. Die SDS-Gele wurden nach dem Blotten
mit Coomassie Brilliant Blue gefiarbt (Green und Sambrook, 2012), um auf einen
gleichmifBigen Transfer zu priifen.

Die Inkubation der Nitrozellulosemembranen mit den primédren Antikdrpern erfolgte in
verschweillten Folientaschen iiber Nacht bei 4 °C mit je 5 ml einer Antikdrperverdiinnung,
die mit Western Blot-Blockpuffer angesetzt wurde. Die Antikorperverdiinungen sind in

Tabelle 8 angegeben. Danach wurde dreimal fiir 10 min mit Waschpuffer gewaschen. Die
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Membranen wurden dann fiir 60 min bei Raumtemperatur mit einem Peroxidase-
gekoppelten Sekundirantikdrper (GAMPO oder GARPO) (Tab. 9) in analogem Verfahren
inkubiert.

Abschliefend wurden die Nitrozellulosemembranen erneut dreimal fiir 10 min in
Waschpuffer gewaschen und unter Einsatz des Detektionsreagenz Super Signal® West
Dura Extended Duration Substrate (Tab.3) am ChemiDoc XRS System (BioRad,
Miinchen, D) detektiert. Mithilfe der Software Quantity One (BioRad, Miinchen, D)
wurden die Chemolumineszenz ermittelt und die Bandenintensititen quantifiziert.

Um Unterschiede der Bandenintensititen, die durch ungleiche Proteinbeladung
hervorgerufen worden sein konnten zu erkennen und auszugleichen, wurden alle
Nitrozellulosemembranen zusitzlich mit Antikdrpern gegen die house keeping Proteine
Aktin und GAP-DH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) inkubiert (Tab. 8). Die
Signale von Rad51 und TP53 wurden durch die der house keeping Proteine dividiert. Da
der GAP-DH Antikdrper bereits Peroxidase gekoppelt war, entfiel hierbei die Inkubation

mit einem Sekundirantikorper.

Tabelle 8: Primérantikérper Western Blot

Antikorper Hersteller MW Verdiinnung
apanAktin Merck Millipore, 43 kDa 1:5000

(mo, MABI1501R) Schwalbach, D

oGAPDH Cell Signaling Technology, 37 kDa 1:1000

(HRP Conjugate) Danvers, USA

(rb, #3683)

aps3 Cell Signaling Technology, 53 kDa 1:1000

(rb, #9282) Danvers, USA

aRad51 abcam, Cambridge, UK 37 kDa 1:500

(mo, ab1837)

a: Symbol fiir Antikérper; mo: mouse Antikorper; rb: rabbit Antikorper; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase; HRP Conjugate: horseradish peroxidase gekoppelt; MW: molecular weight des
Zielproteins; kDa: Kilodalton
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Tabelle 9: Sekundirantikorper Western Blot

Antikorper Hersteller Verdiinnung

Goat F(ab’), Fragment Anti-Mouse Beckman Coulter, Krefeld, D 1:5000
IgG (H+L)-Peroxidase [GAMPO]

(PN IMO0817)

Goat F(ab’), Fragment Anti-Rabbit Beckman Coulter, Krefeld, D 1:5000
IgG (H+L)-Peroxidase [GARPO]

(PN IMO0831)

H+L: heavy und light chain des Immunglobulins

2.2.6  Immuncytochemische Analysen

Die subzelluldre Lokalisation von Rad51 wurde nach immuncytochemischer Farbung
fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

Dazu wurden die in chamber slides kultivierten und behandelten Zellen zu definierten
Zeitpunkten fixiert. Das Medium wurde hierfiir entfernt, die Zellen nach einem
Wachschritt mit Ix PBS mit einem auf -20°C temperierten Ethanol-Eisessig-
Fixiergemisch (Tab. 4) iiberschichtet und fiir 7 min bei -20 °C inkubiert. Danach wurde
einmal fiir 1 min und zweimal fiir 10 min mit 1x PBS bei Raumtemperatur gewaschen.
Fiir die immuncytochemische Farbung wurden zunichst der Silikonaufsatz entfernt und die
zu farbenden Areale mit einem Fettstift (DAKO PEN, Dako, Hamburg, D) umrandet.
Danach wurden pro Areal 25 pl Primérantikorperverdiinnung (Tab. 4) zugegeben und fiir
1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach drei Waschschritten mit 1x PBS fiir je 10 min
erfolgte die Inkubation mit den Fluorochrom-gekoppelten Sekundérantikdrpern analog zu
den Primirantikdrpern. Diesmal wurde fiir 45 min unter Abdunklung bei Raumtemperatur
inkubiert und erneut dreimal mit 1x PBS gewaschen. Die verwendeten Antikérper und die

entsprechenden Verdiinnungen sind der Tabelle 10 zu entnehmen.
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Tabelle 10: Priméir- und Sekundirantikérper Immuncytochemie

Antikorper Hersteller MW Verdiinnung
aRad51 abcam, Cambridge, UK 37 kDa 1:10

(mo, ab1837)

DyLight® 488 Thermo Scientific, - 1:400
Goat-anti-Mouse 1gG (H+L)  Schwerte, D

(35502)

a: Symbol fiir Antikérper; mo: mouse Antikdrper; MW: molecular weight des Zielproteins; kDa: Kilodalton;

H+L: reagiert mit heavy und light chain des Immunglobulins

AbschlieBend erfolgte eine Chromatinfarbung mit DAPI (Tab. 4) nach Standardprotokoll
fiir 10 min bei Raumtemperatur. Nach drei weiteren Waschschritten fiir 10 min mit 1x PBS
wurden die chamber slides mit Fluoromount-G™-Losung und einem Deckglas eingedeckt
und unter Verwendung von Nagellack versiegelt. Die Lagerung der Priparate erfolgte
bei -20°C.

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde mit dem Mikroskop Biozero BZ-8000 und dem
Programm BZ-9000 Observation Application (Keyence, Neu-Isenburg, D) durchgefiihrt.
Die Belichtungszeiten wurden fiir alle Pridparate identisch gewdéhlt. Diese Werte waren
zuvor im Labor empirisch ermittelt worden.

Bei jeder untersuchten Zelllinie wurde fiir die verschiedenen Behandlungen jeder
Zeitpunkt in einer Doppelbestimmung untersucht. Dabei wurden je zehn reprisentative
Mikrofotografien angefertigt, die fiir die Auswertung verwendet wurden. Es wurde der
Anteil der Zellen mit intranukledren Rad51-Signalen relativ zur Gesamtzahl der Zellen pro
Mikrofotographie bestimmt. Nur eindeutige intranukledre Rad51-Foci wurden als positives

Signal gewertet (Abb. 15).

2.2.7 Statistik

Aufgrund der geringen Fallzahlen und der experimentellen Parameter wurden die Western
Blot-Daten deskriptiv ausgewertet. Fiir die graphische Darstellung der Western Blot
Analysen wurde ein empirisch ermittelter experimenteller Fehler von 10% angegeben, der
sich aus Tests der Arbeitsgruppe ableitet. Die Anzahl der biologischen Replikate (Serien)
betrug fiir die SLGCs zwei, fiir U§7MG drei. Sofern ausreichend Proteinextrakt gewonnen

wurde, wurden zwei bis drei technische Replikate der Western Blots angefertigt. Die
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Abbildungen der Western Blots zeigen das Ergebnis eines fiir die jeweilige Serie
reprisentativen Experiments.

Alle immuncytochemischen Analysen erfolgten in einer Doppelbestimmung (ein
biologisches Replikat, zwei technische Replikate). Bei der Auswertung der
immuncytochemischen Analysen wurden je zehn reprisentative Mikrofotografien
ausgezédhlt und der Mittelwert des relativen Anteils der Rad51-positiven Kerne graphisch
dargestellt. Die verschiedenen Mikrofotografien wiesen Unterschiede auf. Diese beruhten
einerseits auf der Induktion von Zelltod durch die Behandlung, andererseits auf der
unterschiedlichen Adhédrenz der SGLC-Linien. So wurden nach Behandlung bei einigen
SLGC-Linien nur noch wenige Zellen auf den chamber slides beobachtet. Auch hier
wurden die Daten daher deskriptiv ausgewertet. Fiir die graphische Darstellung wurde
auch hier ein empirisch ermittelter systematischer Fehler von 10% angegeben, der sich aus

Kontrollexperimenten ergab.
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3 Ergebnisse

3.1 Veradnderung der Rad51-Expression nach Bestrahlung und Behandlung
mit TMZ

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden die Rad51- und TP53-Expression in den
verschiedenen SLGC-Linien zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Behandlung mittels
Western Blot Analyse untersucht. Aufgrund der Daten fritherer Arbeiten im Labor
(Dahlke, 2018; Dorenberg, 2017; Hirseland, 2017) wurden die Zeitpunkte so gewahlt, dass
sowohl die Friih- als auch die Spétphasen nach Behandlung abgebildet wurden. Da die
untersuchten SLGC-Linien eine deutlich verschiedene Sensitivitit gegeniiber der
Bestrahlung aufwiesen, wurden verschiedene Dosen fiir die Behandlungen gewéhlt, um
Effekte erzielen zu konnen (Tab. 1). Daraus ergaben sich Serien, die Aufschluss iiber das
Ausmal und den zeitlichen Verlauf der Verdnderungen gaben. Dabei wurden die Rad51-
und die TP53-Expression in denselben Proteinextrakten bestimmt, um die Expression der
beiden Proteine miteinander vergleichen zu kénnen. Der Schwerpunkt lag bei diesem Teil
der Arbeit auf der alleinigen Bestrahlung. Exemplarisch wurde die TP53Gor-Linie T1495
zusiétzlich zur Bestrahlung mit TMZ und mit TMZ allein behandelt. Die etablierte GBM-
Linie U87MG, die einen TP53-Wildtyp tragt, aber keine Stammzelleigenschaften aufweist,
wurde ebenfalls untersucht. In den Abbildungen werden Western Blots und gegen Aktin
bzw. GAP-DH normalisierte Werte der Quantifizierungen gezeigt, die Daten von 2-3

Analysen reprisentieren.

3.1.1  Basislevel der Rad51- und TP53-Expression

Alle untersuchten SLGC-Linien, wie auch die etablierte GBM-Linie U87MG wiesen eine
geringe Rad51-Expression auf, die im Fall von U87MG, T1442 und T1522 an der
Nachweisgrenze des Antikdrpers lag (Abb.4). Um die verschiedenen Zelllinien
vergleichen zu konnen wurde im Graphen der Abbildung 4 das Rad51-Level in der
Zelllinie T1371 als 1 definiert und die iibrigen Zelllinien relativ dazu dargestellt. Die
Quantifizierung ergab in den Fillen mit erkennbarem Rad51-Signal nur geringe
Unterschiede in der Bandenstdrke. Aufgrund der schwachen Signale und des ungiinstigen
Signal-Rausch-Verhiltnisses sind die Ergebnisse der Quantifizierung jedoch nur bedingt

aussagekriftig.
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Die TP53-Level waren in den SLGC-Linien T1440 und T1522 sowie der etablierten GBM-
Linie US7MG an der Nachweisgrenze (Abb. 4). Dies reflektiert den TP53-Wildtypstatus
dieser Zellen, da ungestresste Zelllinien mit einem Wildtyp-TP53 den Tumorsuppressor
konstant auf einem niedrigen Level halten (Appella und Anderson, 2001). Deutlich hohere
TP53-Level wurden fiir die TP53gor-Mutanten T1371 (R175H) und T1495 (R273H), aber
insbesondere bei der TP53gor-Mutante T1447 (R248W) festgestellt (Tab. 1; Abb. 4).
Dabei war das TP53-Level im TP53Gor-Klon T1447-cl4 (R248W) 1,5fach hoher als in der
T1447-Mutterkultur, von der sich der Klon ableitet. Die TP53missense-Mutante T1442
(N239D) und die TP53-Splei3-Mutante T1452 wiesen vergleichbare Proteinlevel wie die
TP53Gor-Mutanten T1371 und T1495 auf (Abb. 4).
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Abbildung 4: Relative Expression von Rad51 und TP53 in U§7MG und SLGC-Linien. (A) Graphische
Darstellung der relativen Expression von Rad51 und TP53 der Western Blots in (B) normalisiert gegen die
darunter gezeigten Ladekontrollen (Aktin). Der empirisch ermittelte, systematische Fehler von 10% ist
angegeben. Die relative Expression in T1371 wurde als 1 definiert. (B) Beispiele fiir Chemilumineszenz-
Aufnahmen der untersuchten Proteine. Die gezeigten Abbildungen sind repréasentativ fiir die Daten von zwei

biologischen Replikaten mit je zwei identisch durchgefiihrten technischen Replikaten (n =2 x 2).

3.1.2  Induzierbarkeit der Rad51- und TP53-Expression in SLGC-Linien mit
TP53-Wildtyp

Von den im Labor verfiigbaren SLGC-Linien mit TP53-Wildtyp-Status wurden die Linien
T1440 und T1522 untersucht, deren Empfindlichkeit gegeniiber der Bestrahlung deutlich
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verschieden ist (Dorenberg, 2017). Beide Zelllinien wiesen in den Kontrollen eine geringe
Rad51-Expression auf (Abbs. 5 und 6).

Die Bestrahlung von TI1440 erfolgte mit einer Einzeldosis von 25 Gy, die
Expressionsidnderungen wurden bis zum Tag d2 untersucht. Zum Zeitpunkt 6 h nach
Bestrahlung war die Rad51-Expression nur schwach um den Faktor 1,5 gesteigert (Abb. 5).
Bis zum Tag d1 nahm die Expression wieder leicht ab und erreichte am Tag d2 fast wieder
das Ausgangslevel der unbehandelten Probe. Eine TP53-Expression war in der T1440-
Kontrolle nicht detektierbar. Nach 6 h hatte die Bestrahlung mit 25 Gy eine starke TP53-
Expression induziert, die bis zum Tagd2 um 20% sank (Abb. 5). Erstaunlicherweise
wurde an Tag dl reproduzierbar eine etwas geringere TP53-Expression gemessen als an
Tag d2. Messwerte an spéteren Tagen konnten aufgrund experimenteller Probleme nicht

erhoben werden.
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Abbildung 5: Relative Expression von RadS51 und TP53 in der Zelllinie T1440 nach Bestrahlung mit
25 Gy. (A) Graphische Darstellung der relativen Expression von Rad51 und TP53 der Western Blots in (B)
normalisiert gegen die darunter gezeigten Ladekontrollen (Aktin). Der empirisch ermittelte, systematische
Fehler von 10% ist angegeben. (B) Beispiele fiir Chemilumineszenz-Aufnahmen der untersuchten Proteine.
C: Kontrolle. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir die Daten von zwei biologischen Replikaten

mit je zwei identisch durchgefiihrten technischen Replikaten (n =2 x 2).

Nach den fritheren Untersuchungen im Labor reagiert die SLGC-Linie T1522
empfindlicher auf Bestrahlung als die Mehrheit der anderen SLGC-Linien (Tab. 1). In der
vorliegenden Arbeit erfolgte die Bestrahlung von T1522 Kulturen mit 10 Gy. In der
unbehandelten T1522-Kontrolle wurde eine geringe Rad51-Expression detektiert.

31



Innerhalb von 6 h nach Bestrahlung stieg die Rad51-Expression um den Faktor 1,2 an,
sank bis zum Tagdl allerdings wieder leicht und blieb danach fiir 48 h nahezu
unverdndert. Von Tag d3 zu Tag d4 sank die Rad51-Expression deutlich und nahm zum
Tag d5 noch weiter ab. Insgesamt lagen die Rad51-Signale an den Tagen d4 und d5 unter
dem Level der unbehandelten Probe (Abb.6). Da die Rad51-Signale generell und
reproduzierbar schwach waren, sind die Unterschiede in den Quantifizierungen nur bedingt
aussagekriftig (Abb. 6B). Eine geringe TP53-Expression war bereits in den T1522-
Kontrollen feststellbar. Die TP53-Expression stieg innerhalb der ersten 6 h nach der
Bestrahlung auf das 15fache an und sank bis zum Tag d1 um 45%. Von Tag d2 an war das
TP53-Level kontinuierlich riickldufig, lag an Tag dS5 aber noch messbar liber dem der

Kontrolle (Abb. 6).
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Abbildung 6: Relative Expression von RadS51 und TP53 in der Zelllinie T1522 nach Bestrahlung mit
10 Gy. (A) Graphische Darstellung der relativen Expression von Rad51 und TP53 der Western Blots in (B)
normalisiert gegen die darunter gezeigten Ladekontrollen (Aktin). Der empirisch ermittelte, systematische
Fehler von 10% ist angegeben. (B) Beispiele fiir Chemilumineszenz-Aufnahmen der untersuchten Proteine.
C: Kontrolle. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir die Daten von zwei biologischen Replikaten

mit je zwei identisch durchgefiihrten technischen Replikaten (n =2 x 2).

Somit zeigten beide TP53wr-SLGC-Linien reproduzierbar eine messbare, wenn auch
geringe Steigerung der Rad51-Expression nach Bestrahlung, die nach 6 h ein Maximum
erreichte und nach 1-2 Tagen auf das Level der Kontrolle sank. Die TP53-Expression stieg
in beiden TP53-Wildtyplinien innerhalb von 6 h sehr stark an und blieb fiir mindestens

48 h auf einem deutlich erhohten Niveau. Damit waren sowohl das Rad51- als auch das
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TP53-Level induzierbar, allerdings mit deutlichen Unterschieden der Signalstirke

zwischen den beiden SLGC-Linien.

Zusitzlich zu den beiden TP53wr-SLGC-Linien wurde die etablierte GBM-Zelllinie
U87MG untersucht, die ebenfalls einen TP53-Wildtyp aufweist. In den U8S7MG-
Kontrollen lagen sowohl die Rad51- als auch die TP53-Expression an der Nachweisgrenze.
Nach der Bestrahlung mit 25 Gy zeigte sich nach 6 h eine deutliche Rad51-Expression, die
in den ndchsten Stunden noch geringfiigig anstieg und dann von Tag d1 zu Tag d2 um 55%
abfiel. Am Tag d4 lag das Rad51-Level wieder unterhalb der Nachweisgrenze (Abb. 7).

Hinsichtlich der TP53-Expression wurde nach 6 h eine drastische Steigerung des TP53-
Levels in US7MG beobachtet. Bereits an Tag d1 war die Expression relativ zum 6 h-Wert
um 53% reduziert. Bis zum Tag d2 nahm das TP53-Level dagegen nur moderat ab. Von
Tag d2 zu Tag d4 sank die Expression um weitere 74% und blieb danach auf einem

konstant niedrigen Level, das {iber dem der Kontrolle lag (Abb. 7).
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Abbildung 7: Relative Expression von Rad51 und TP53 in der Zelllinie U§7MG nach Bestrahlung mit
25 Gy. (A) Graphische Darstellung der relativen Expression von Rad51 und TP53 der Western Blots in (B)
normalisiert gegen die darunter gezeigten Ladekontrollen (Aktin). Der empirische ermittelte, systematische
Fehler von 10% ist angegeben. (B) Beispiele fiir Chemilumineszenz-Aufnahmen der untersuchten Proteine.
C: Kontrolle. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir die Daten von drei biologischen Replikaten

mit je drei identisch durchgefiihrten technischen Replikaten (n = 3 x 3).
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3.1.3  Induzierbarkeit der Rad51- und TP53-Expresssion in SLGC-Linien mit
TP53-gain of function-Mutation

Es wurden drei SLGC-Linien mit einer TP53gor-Mutation untersucht (T1371, T1447-cl4
und T1495). Die Bestrahlung erfolgte mit Einzeitdosen in Héhe von 20 Gy.

Die T1371-Kulturen wiesen eine deutlich detektierbare Rad51-Expression auf, die
innerhalb von 6 h nach Bestrahlung mit 20 Gy auf das 2,8fache anstieg. Bereits nach 2 h
hatte sich das Rad51-Level verdoppelt. Die erhohte Rad51-Expression blieb iiber 48 h
nahezu konstant und fiel von Tag d2 zu Tag d3 um 33% ab. Bis zum Tag d5 lag das
Rad51-Level wieder auf dem Niveau der Kontrolle (Abb. 8).

Wie fiir eine TP53-Mutante zu erwarten, wies die Kontrolle im ungestressten Zustand eine
deutliche TP53 R175H-Expression auf (Freed-Pastor und Prives, 2012). Diese stieg
innerhalb von 2 h auf das 2,4fache und blieb fiir weitere 22 h auf einem hohen Level. Von
Tag d1 zu Tag d2 fiel die Expression dagegen deutlich und erreichte an Tag d3 einen Wert
unterhalb dem der Kontrolle (Abb. 8). Der Tag d5 konnte wegen der zu geringen Menge an

WCE nicht untersucht werden.

>
w
wv

5 1 Rad51

w
(%2}

71 TP53 R175H

o

=N
=
|_|_|
|_|_.
|_|_|

N
1
N
L

=

5]
L
=
%]
L

=
1

relative Expression
relative Expression

o
5}
L

I il

o
[ S

o

o

iy

C 2h 6h di1 d2 d3 d4 d5 C 2h 6h d1
B

C 2h 6h dl1 d2 d3 d4 ds C 2h 6h dlI d2 d3 d4
RAADL o e S——— e -37kDa TPD3 S ——— e — 53 kDa
AKLIN  ——— i — | — 43 kDa AKLIN  —— - — —— . - 43 kDa

Abbildung 8: Relative Expression von Rad51 und TP53 R175H in der Zelllinie T1371 nach
Bestrahlung mit 20 Gy. (A) Graphische Darstellung der relativen Expression von Rad51 und TP53 R175H
der Western Blots in (B) normalisiert gegen die darunter gezeigten Ladekontrollen (Aktin). Der empirisch
ermittelte, systematische Fehler von 10% ist angegeben. (B) Beispiele fiir Chemilumineszenz-Aufnahmen
der untersuchten Proteine. C: Kontrolle. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir die Daten von

zwei biologischen Replikaten mit je zwei identisch durchgefiihrten technischen Replikaten (n =2 x 2).
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Fiir die Untersuchung der TP53gor-Mutante T1447 wurde der Klon T1447-cl4 verwendet,
da dieser in der Untersuchung der Basislevel eine hohere Rad51- und TP53-Expression
aufwies als die Mutterkultur (Abb. 4). Im Behandlungsexperiment wies T1447-cl4 in den
Kontrollen eine sehr geringe Rad51-Expression auf, die sich infolge der Bestrahlung nur
wenig dnderte. Die Quantifizierung der Western Blots (Abb. 9A) legt die Vermutung nahe,
dass das Rad51-Level nach Bestrahlung mit 20 Gy leicht gesteigert werden konnte und
danach unter ein detektierbares Level sank (Abb. 9B). Die Expression an Tag d3 konnte
wegen zu geringer Proteinmengen nicht untersucht werden.

Die TP53 R248W-Expression war in den T1447-cl4-Kontrollen bereits sehr hoch, wurde
aber nach Bestrahlung mit 20 Gy innerhalb von 6 h auf das 1,5fache gesteigert. Von
Tag dl zu Tag d2 fiel die Expression um 25% und sank danach kontinuierlich bis zum
Tag d5 (Abb. 9).
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Abbildung 9: Relative Expression von Rad51 und TP53 R248W in der Zelllinie T1447-cl4 nach
Bestrahlung mit 20 Gy. (A) Graphische Darstellung der relativen Expression von Rad51 und TP53 R248W
der Western Blots in (B) normalisiert gegen die darunter gezeigten Ladekontrollen (GAP-DH). Der
empirisch ermittelte, systematische Fehler von 10% ist angegeben. (B) Beispiele fiir Chemilumineszenz-
Aufnahmen der untersuchten Proteine. C: Kontrolle. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir die
Daten von zwei biologischen Replikaten mit je zwei identisch durchgefiihrten technischen Replikaten

(n=2x2).

In den Kontrollen der TP53gor-Mutante T1495 wurden eine geringe Rad51- und eine
deutliche TP53 R273H-Expression nachgewiesen. Die Bestrahlung mit 20 Gy induzierte
einen deutlichen Anstieg der Rad51-Expression, die an Tagdl auf das 2,7fache
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angestiegen war. Bereits an Tag d2 war das Rad51-Level wieder deutlich gesunken und
erreichte an Tag d3 das Level der Kontrolle (Abb. 10).

Fiir TP53 R273H wurde nach der Bestrahlung ein deutlicher Anstieg der Expression auf
das 3,7fache nach 6 h und auf das 4,5fache an Tag dl beobachtet. Ein Riickgang der
TP53 R273H-Expression konnte {iber fiinf Tage nicht beobachtet werden. Vielmehr legten
einige Blots die Vermutung nahe, dass die Expression von Tag d1 bis Tag d4 geringfiigig
zunahm (Abb. 10). Die Ladekontrolle GAP-DH wies im Beispiel am Tag d5 eine partielle

Ausbleichung auf, weshalb diese fiir die Quantifizierung nicht beriicksichtigt wurde.
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Abbildung 10: Relative Expression von RadS51 und TP53 R273H in der Zelllinie T1495 nach
Bestrahlung mit 20 Gy. (A) Graphische Darstellung der relativen Expression von Rad51 und TP53 R273H
der Western Blots in (B) normalisiert gegen die darunter gezeigten Ladekontrollen (GAP-DH). Der
empirisch ermittelte, systematische Fehler von 10% ist angegeben. (B) Beispiele fiir Chemilumineszenz-
Aufnahmen der untersuchten Proteine. C: Kontrolle. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir die
Daten von zwei biologischen Replikaten mit je zwei identisch durchgefiihrten technischen Replikaten
(n=2x2).

Insgesamt wiesen alle drei TP53gor-Mutanten T1371, T1447-cl4 und T1495 eine
Steigerung des Rad51- und TP53Gor-Levels nach Bestrahlung mit 20 Gy auf. Dabei waren
die Kinetiken und die maximalen Expressionslevel verschieden. Die stirkste Rad51-
Induktion wies T1371-R175H auf, die geringste T1447-cl4-R248W. Am stérksten war das
TP53Gor-Level in T1495-R273H erhoht und hier persistierte die Erhdhung auch ldnger als
bei den anderen beiden Zelllinien. In T1371-R175H war die Erhdhung des TP53Gor-Levels

am schnellsten riicklaufig.
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3.1.4  Induzierbarkeit der Rad51- und TP53-Expresssion in einer SLGC-Linie mit

TP53-missense-Mutation

Die TP53missense-Mutante T1442-N239D wies in den Kontrollen eine messbare Rad51- und
eine, fiir TP53-Mutanten zu erwartende, starke TP53u-Expression auf (Freed-Pastor und
Prives, 2012). Die Rad51-Expression war 6 h nach Bestrahlung mit 20 Gy auf das
Dreifache gestiegen und blieb bis zum Tag d2 auf einem erhdhten Niveau (Abb. 11A).
Danach nahm die Expression ab und war an Tag d4 nicht mehr eindeutig nachweisbar
(Abb. 11B). Aufgrund einer zu geringen Proteinmenge entfiel die Analyse am Tag d3.

Die sehr starke TP53 N239D-Expresion nahm innerhalb von 6 h nach Bestrahlung auf das
1,6fache zu und fiel nach einer Plateauphase von zwei Tagen ab. Von Tag d2 zu d4 und
von Tag d4 zud5 sank das TP53-Level jeweils um 15% (Abb. 11). Somit zeigte die
TP53missense-Mutante T1442 nach Bestrahlung mit 20 Gy eine Steigerung der Rad51- und
TP53-Expressionen innerhalb von 6 h, dabei waren die Rad51-Level sehr gering und die

TP53 N239D-Level auf einem sehr hohen Niveau (Abb. 11).
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Abbildung 11: Relative Expression von Rad51 und TP53 N239D in der Zelllinie T1442 nach
Bestrahlung mit 20 Gy. (A) Graphische Darstellung der relativen Expression von Rad51 und TP53 N239D
der Western Blots in (B) normalisiert gegen die darunter gezeigten Ladekontrollen (Aktin). Der empirisch
ermittelte, systematische Fehler von 10% ist angegeben. (B) Beispiele fiir Chemilumineszenz-Aufnahmen
der untersuchten Proteine. C: Kontrolle. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir die Daten von

zwei biologischen Replikaten mit je zwei identisch durchgefiihrten technischen Replikaten (n =2 x 2).
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3.1.5 Induzierbarkeit der Rad51- und TP53-Expresssion in einer SLGC-Linie mit
TP53-Splei3-Mutation

Bei der TP53-Splei3-Mutante T1452 zeigte sich eine klare Steigerung der basalen Rad51-
Expression um 80% 6 h nach Bestrahlung mit 25 Gy. Nach einer leichten Senkung tiber
die nichsten 48 h erreichte die Rad51-Expression an Tag d3 wieder das Ausgangsniveau
und fiel an den Folgetagen sogar darunter (Abb. 12).

Die TP53-Expression war bereits in der Kontrolle sehr stark und zeigte keine eindeutige
Steigerung in den ersten fiinf Tagen nach der Bestrahlung. Lediglich an Tag d4 und d5
ergaben die Quantifizierungen leichte Expressionssteigerungen, die maximal das 1,5fache
der Kontrolle erreichten (Abb. 12). Damit zeigte die Rad51-, nicht aber die TP53-

Expression eine eindeutige Zeitkinetik.
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Abbildung 12: Relative Expression von Rad51 und TPS3 in der Zelllinie T1452 nach Bestrahlung mit
25 Gy. (A) Graphische Darstellung der relativen Expression von Rad51 und TP53 der Western Blots in (B)
normalisiert gegen die darunter gezeigten Ladekontrollen (Aktin). Der empirisch ermittelte, systematische
Fehler von 10% ist angegeben. (B) Beispiele fiir Chemilumineszenz-Aufnahmen der untersuchten Proteine.
C: Kontrolle. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir die Daten von zwei biologischen Replikaten

mit je zwei identisch durchgefiihrten technischen Replikaten (n =2 x 2).

3.1.6  Induzierbarkeit der Rad51- und TP53- Expression nach FEinfach- und
Doppelbehandlung der TP53Gor-SLGC-Linie T1495

Die Behandlung mit 100 uM TMZ fiihrte in T1495-Kulturen zu einer geringfiigigen
Erhohung der Rad51-Levels um 50% bis zum Tag d1. Bereits an Tag d2 war das Rad51-

Level wieder deutlich abgefallen. Damit fiel der Anstieg der Rad51-Expression deutlich
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geringer aus als nach der Bestrahlung mit 20 Gy (Abbs. 13 und 14). Die TP53 R273H-
Expression wurde nach Behandlung mit 100 uM TMZ innerhalb von 6h deutlich gesteigert
und erreichte an Tag d2 das 2,3fache des Ausgangslevels. Im Anschluss blieb das TP53
R273H-Level weiterhin erhoht und lag auch an Tag d5 noch deutlich iiber dem der
Kontrolle. Relativ zur Bestrahlung mit 20 Gy fiel der Anstieg der TP53-Expression
eindeutig geringer aus. Weiterhin war die Erhdhung des TP53 R273H-Levels nach
Behandlung mit 100 uM TMZ nur transient, wahrend die Erhohung nach Bestrahlung mit
20 Gy fiir fiinf Tage stabil blieb (Abbs. 13 und 14).

Die Doppelbehandlung mit 20 Gy und 100 uM TMZ fithrte zu einer sehr starken
Steigerung der Rad51-Expression. An Tagdl war das Rad51-Level auf das 12fache
gesteigert. Trotz schrittweisem Riickgang war das Rad51-Level am Tag d5 relativ zur
Kontrolle immer noch verdreifacht. Somit fiihrte die Doppelbehandlung zu einer Induktion
der Rad51-Expression, die deutlich {iber dem Effekt der Einzelbehandlungen mit 20 Gy
und 100 uM TMZ lag. Da die Steigerung des Rad51-Levels bis zum Tagdl nach
Behandlung mit 20 Gy 2,7fach und nach Behandlung mit 100 uM TMZ 1,5fach war, war
der Effekt der Doppelbehandlung mehr als additiv (Abbs. 13 und 14). Das TP53 R273H-
Level war 6 h nach der Doppelbehandlung auf das 3fache gesteigert und blieb bis zum
Tag d5 relativ konstant um das 2,8fache bis 4,6fache erhoht. Die Induktion der TP53
R273H-Expression 6h nach Behandlung mit 20 Gy betrug dagegen das 3,8fache, 6h nach
Behandlung mit 100 uM TMZ das Doppelte (Abbs. 13 und 14). Damit war die Erhohung
des ohnehin hohen TP53 R273H-Levels nach alleiniger Bestrahlung am effizientesten.
Auch die maximale Steigerung war nach alleiniger Bestrahlung hoher als nach der
Behandlung mit TMZ sowie der Doppelbehandlung (5,4fach an Tag d5) (Abbs. 13 und
14).

Zu allen Zeitpunkten wurden zusitzlich Zellextrakte aus DMSO-behandelten Kulturen
geerntet und analysiert. Dabei zeigten sich nur sehr geringe Verdnderungen der Rad51-
und TP53-Expression, die im Bereich des empirisch ermittelten systematischen Fehlers

lagen (Abb. 20, Anhang).
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Abbildung 13: Graphische Darstellung der relativen Expression von Rad51 und TP53 R273H in der
Zelllinie T1495 nach Behandlung mit 20 Gy, mit 100 uM TMZ und mit 20 Gy und 100 pM TMZ.
Graphische Darstellung der relativen Expression von Rad51 und TP53 R273H der Western Blots in Abb. 14
normalisiert gegen die darunter gezeigten Ladekontrollen (GAP-DH). Der empirisch ermittelte,
systematische Fehler von 10% ist angegeben. RT: Behandlung mit 20 Gy, TMZ: Behandlung mit 100 uM
TMZ, RT+TMZ: Behandlung mit 20 Gy und 100 pM TMZ. C: Kontrolle. Die gezeigten Abbildungen sind
reprasentativ fiir die Daten von zwei biologischen Replikaten mit je zwei identisch durchgefiihrten

technischen Replikaten (n =2 x 2).
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Abbildung 14: Western Blots von RadS1 und TP53 R273H in der Zelllinie T1495 nach Behandlung mit
20 Gy, mit 100 pM TMZ und mit 20 Gy und 100 pM TMZ. Beispiele fiir Chemilumineszenz-Aufnahmen
von Rad51 und TP53 R273H, sowie der Ladekontrolle GAP-DH. RT: Behandlung mit 20 Gy,
TMZ: Behandlung mit 100 uM TMZ, RT+TMZ: Behandlung mit 20 Gy und 100 uM TMZ. C: Kontrolle.

Die gezeigten Abbildungen sind reprdsentativ zwei biologische Replikate mit je zwei identisch

durchgefiihrten technischen Replikaten (n =2 x 2).
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3.2 Verdnderung der subzellulairen Lokalisation von Rad51 nach

Bestrahlung und Behandlung mit TMZ

Durch die Western Blot Analysen wurde eine Steigerung der Rad51-Expression in U§7MG
und den verschiedenen SLGC-Linien nach Bestrahlung belegt (Kapitel 3.1). Ein wichtiges
Kriterium der Rad51-Aktivitit ist jedoch die Lokalisation im Nukleus und die Bildung von
Filamenten an der DNA-Léasion (Gildemeister et al., 2009). Daher wurde die Rad51-
Expression zusdtzlich auf Einzelzellniveau mittels immuncytochemischer Firbung
untersucht. Hierbei wurden insbesondere die Frithphasen nach der Behandlung der Zellen
untersucht (1 h, 2 h, 4 h, 8 h und 24 h), da bei den Western Blot Analysen die deutlichsten
Verdnderungen der Rad51-Expression zwischen 6 h und 24 h nach der Bestrahlung
beobachtet wurden. Die immuncytochemischen Analysen wurden als Doppelbehandlungen
mit TMZ angelegt und in allen Féllen mit 5 Gy bestrahlt, um kooperative Effekte zwischen
beiden Behandlungsformen erkennen zu kdnnen. Auch bei dieser Analyse wurde die
etablierte GBM-Zelllinie U87MG als Referenzzelllinie in die Experimente einbezogen. Als
Kontrollen dienten unbestrahlte Kulturen.

Zu Beginn der Arbeit wurden zundchst die Spezifitdt des Antikorpers iiberpriift und die
Assay-Bedingungen etabliert. Dabei wurden unbehandelte U887MG-Zellen fiir die
Ermittlung der optimalen Antikorperverdiinnung (1:5, 1:10, 1:20) und des Signal-Rausch-
Verhiltnisses eingesetzt. Die Verdiinnung von 1:10 erwies sich als gut geeignet
(Positivkontrolle in Abb. 27, Anhang). Weiterhin wurde {iberpriift, dass die gewihlte 1:400
Verdiinnung des Sekundirantikdrpers in Abwesenheit des Primirantikdrpers keine
erkennbaren Signale ergab (Negativkontrolle, Abb. 27, Anhang). Im néchsten Schritt
wurden die Bedingungen etabliert, die zum Nachweis von Rad51 im Zellkern geeignet
waren. Hierflir wurden bestrahlte Priparate von US§7MG-Zellen genutzt, die zum Teil von
Dr. Hirseland zur Verfligung gestellt wurden.

Bei der immuncytochemischen Analyse kernstindiger Rad51-Signale erwies sich das
Signal-Rausch-Verhiltnis als ungiinstig (s. z.B. Abb. 16). Dennoch konnten in den Kernen
der behandelten Zellen punktuelle Signale beobachtet werden, die als Rad51-Focibildung
an DNA-Lédsionen interpretiert wurden (siche Pfeil in Abb. 15). Zellkerne mit solchen
Signalen wurden als Rad51-positiv bewertet. Der relative Anteil Rad51-positiver Zellkerne
an der Gesamtzahl der Zellkerne in einem Prdparat wurde ermittelt und graphisch
dargestellt (Abbs. 17-19). Es wurden jeweils zehn repridsentative Areale pro Zelllinie,
Behandlung und Zeitpunkt bewertet und die Anzahl Rad51-positiver Kerne ermittelt. Eine
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typische Kollektion von Mikrofotografien einer untersuchten Zelllinie ist in Abbildung 16
zusammengestellt, die weiteren werden im Anhang gezeigt (Abbs.21-26, Anhang).
Abbildung 16 zeigt exemplarisch an der Zelllinie U87MG, die im Western Blot eine der
effizientesten RadS51-Induktionen aufwies, dass die Rad51-Level zwischen den Zellen
eines Prdparats variieren. Weiterhin war die Rad51-Expression im perinukledren
zytoplasmatischen Bereich am hochsten. Dies traf auch auf die untersuchten SLGC-Linien
zu (Abbs. 21-26, Anhang). Die Anzahl der Rad51-Foci im Zellkern war stets gering. Der
Anteil der Zellkerne mit deutlichen Rad51-Foci wird im Folgenden anhand der Graphen
besprochen, die sich aus den Auszdhlungen ergaben. Dabei werden die Zelllinien, wie in

Kapitel 3.1, aufgrund ihres TP53-Status in Gruppen besprochen.

Abbildung 15: Exemplarische immuncytochemische Analyse mit dem Rad51-Antikérper. Es wurde ein
Préparat gewdhlt, das 1h nach Doppelbehandlung mit 5 Gy und 100 pM TMZ fixiert wurde. Die
immuncytochemische Firbung fand mit der Antikdrperkombination aRad51/DyLight® statt. Der Pfeil zeigt
einen als Rad51-positiv gewerteten Zellkern, der drei deutlich positive punktuelle Rad51-Signale aufweist.
Messbalken 50 um.
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Abbildung 16: Subzellulire Lokalisation von Rad51 in der Zelllinie US7MG nach Bestrahlung mit
5 Gy und nach Doppelbehandlung mit S Gy und 100 pM TMZ. Die Mikrofotografien zeigen die
immuncytochemische Firbung mit der Antikérperkombination aRad51/DyLight®. (A) Direkter Vergleich
von Proben 1 h und 24 h nach Beginn der Analyse. (B) Bestrahlte und doppelbehandelte Kulturen im
zeitlichen Verlauf. DMSO: Behandlung mit DMSO; TMZ: Behandlung mit 100 uM Temozolomid; 5 Gy:
Bestrahlung mit 5 Gy. Messbalken 50 um. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir zwei identisch

durchgefiihrte immuncytochemische Analysen (n = 2).
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3.2.1  Rad51-positive Zellkerne in Zelllinien mit TP53-Wildtyp

Bei allen untersuchten TP53wr-Linien war der Anteil der Rad51-positiven Kerne in den
Kontrollen sehr gering (T1440: 4%, T1522: 2%, U8TMG: 4%), stieg aber nach
Bestrahlung mit 5 Gy deutlich an und erreichte nach 8 h ein Maximum (T1440: 49%,
T1522: 51%, USTMG: 56%). 24 h nach Bestrahlung war der Anteil Rad51-positiver Kerne
wieder gesunken (T1440: 31%, T1522: 38%, U87TMG: 42%), lag aber immer noch deutlich
iiber dem der Kontrollen. Die Doppelbehandlung mit 5 Gy und TMZ verstirkte die
Zunahme des Anteils der Rad51-positiven Kerne im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung
(Maximalwerte: T1440: 65% nach 8 h, T1522: 61% nach 4 h, US7MG: 68% nach 8 h).
24 h nach Beginn der Doppelbehandlung war der Anteil der Rad51-positiven Kerne wieder
vermindert (T1440: 32%, T1522: 39%, U87MG: 55%), obwohl das TMZ nach wie vor
prasent war. Die alleinige Behandlung mit TMZ fiihrte {iber 24 h ebenfalls zu einem
allerdings deutlich geringeren Anstieg des Anteils an Rad51-positiven Kernen bei den
beiden SLGC TP53wr-Linien (T1440: 15%, T1522: 18%). Im Fall von U87MG war der
TMZ-vermittelte Effekt deutlich hoher (49% Rad51-positive Zellkerne nach 24 h) und
konnte damit hier einen dhnlich starken Effekt auf die Rad51-Focibildung haben wie die
Bestrahlung (Abb. 17). Bei keiner der untersuchten TP53wr-Linien konnte somit ein
synergistischer Effekt der Doppelbehandlung beziiglich der Rad51-Focibildung beobachtet

werden.
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Abbildung 17: Verinderung des Anteils RadS1-postiver Zellkerne zu friihen Zeitpunkten nach
Bestrahlung mit 5 Gy und Doppelbehandlung mit 5 Gy und TMZ in den TP53wr-Linien T1440, T1522
und U87MG. Quantifizierung des Anteils nach immunzytochemischer Farbung mit der
Antikdrperkombination aRad51/DyLight®. Der empirisch bestimmte Zéhlfehler von 10% ist angegeben.
C: Kontrolle, RT: Bestrahlung mit 5 Gy, RT+TMZ: Behandlung mit 5 Gy und TMZ (T1440: 25 pM,
T1522 & USTMG: 100 uM), TMZ: Behandlung mit TMZ (T1440: 25 uM, T1522 & U87MG: 100 uM). Die
gezeigten Abbildungen sind reprisentativ fiir zwei identisch durchgefiihrte immuncytochemische Analysen
(n=2) und zeigen die Mittelwerte des relativen Anteils Rad51-positiver Zellkerne von je zehn

reprasentativen Mikrofotografien.

3.2.2  Rad51-positive Zellkerne in SLGC-Linien mit TP53-gain of function-Mutation

Die TP53cGor-Linien T1371-R175H und T1495-R273H wiesen in den Kontrollen einen
deutlich hoheren Anteil an Rad51-positiven Kernen auf als die TP53wr-Linien (T1371:
12%, T1495: 27%), bei T1447-cl4-R248W lag der Anteil mit 4% im Bereich der TP53wr-
Linien. Bei allen TP53G0or-SLGCs wurde durch die Bestrahlung mit 5 Gy der Anteil der
Rad51-positiven Zellkernen deutlich gesteigert (Maximalwerte: T1371: 59% nach 4 h,
1447-cl4: 61% nach 4 h, T1495: 65% nach 8 h). Die Doppelbehandlung mit 5 Gy und
TMZ verstirkte die Zunahme des Anteils an Rad51-positiven Kernen im Vergleich zur
alleinigen Bestrahlung im Fall von T1371 deutlich (Maximalwert: T1371: 95% nach 1 h),
und hatte auch im Fall von TI1447-cl4 und TI1495 einen zusitzlichen Effekt
(Maximalwerte: T1447-cl4: 76% nach 8 h, T1495: 74% nach 4 h). Somit wurde bei zwei
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der TP53Gor-SLGCs der Anteil der Rad51-positiven Kerne durch die Doppelbehandlung
vergleichbar zu den TP53wr-SLGCs gesteigert, bei T1371-R175H dagegen deutlich stirker
(Abbs. 17 und 18).

Die alleinige Behandlung mit TMZ fiihrte liber 24 h ebenfalls zu einem Anstieg des
Anteils an Rad51-positiven Kernen (T1371: 22%; 33%, T1447-cl4: 28% T1495: 43%).
Dabei konnte bei T1447-cl4 der stirkste Anstieg relativ zur Kontrolle beobachtet werden
(Abb. 18). Lediglich fiir TI371 konnte hier ein synergistischer Effekt der
Doppelbehandlung beziiglich der Rad51-Focibildung abgeleitet werden.
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Abbildung 18: Verinderung des Anteils RadS1-postiver Zellkerne zu friihen Zeitpunkten nach
Bestrahlung mit 5 Gy und Doppelbehandlung mit 5 Gy und TMZ in den TP53cor-Linien T1371,
T1447-cl4 und T1495. Quantifizierung des Anteils nach immunzytochemischer Farbung mit der
Antikdrperkombination aRad51/DyLight®. Der empirisch bestimmte Zéhlfehler von 10% ist angegeben.
C: Kontrolle, RT: Bestrahlung mit 5 Gy, RT+TMZ: Behandlung mit 5 Gy und TMZ (T1371: 200 uM,
T1447-cl4: 50 uM, T1495: 100 uM), TMZ: Behandlung mit TMZ (T1371: 200 uM, T1447-cl4: 50 uM,
T1495: 100 uM). Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir zwei identisch durchgefiihrte
immuncytochemische Analysen (n=2) und zeigen die Mittelwerte des relativen Anteils Rad51-positiver

Zellkerne von je zehn reprasentativen Mikrofotografien.
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3.2.3  Rad51-positive Zellkerne in einer SLGC-Linie mit TP53-missense-Mutation

Die TP53missense-Linie T1442-N239D wies in der Kontrolle mit 13% einen deutlich
hoheren Anteil an Rad51-positiven Zellkernen auf als die TP53wr-Linien. 8 h nach
Bestrahlung mit 5 Gy war dieser Anteil mit 70% deutlich gesteigert. Die
Doppelbehandlung mit 5 Gy und TMZ verstérkte auch bei T1442 die Zunahme des Anteils
der Rad51-positiven Kerne im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung. Mit 80% nach 8 h lag
der Anteil auch bei dieser TP53-Mutante hoher als bei den TP53wr-SLGCs nach
Doppelbehandlung. Die alleinige Behandlung mit TMZ fiihrte iiber 24 h zu einem Anstieg
des Anteils der Rad51-positiven Zellkerne auf 46% (Abb. 19). Hier lésst sich weder ein
additiver, noch ein synergistischer Effekt der Doppelbehandlung ableiten.
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Abbildung 19: Verinderung des Anteils RadS1-postiver Zellkerne zu friihen Zeitpunkten nach
Bestrahlung mit 5 Gy und Doppelbehandlung mit S Gy und TMZ in der TPS3missense-Linie T1442.
Quantifizierung des Anteils nach immunzytochemischer Farbung mit der Antikérperkombination
aRad51/DyLight®. Der empirisch bestimmte Zéhlfehler von 10% ist angegeben. C: Kontrolle, RT:
Bestrahlung mit 5 Gy, RT+TMZ: Behandlung mit 5 Gy und 100 pM TMZ, TMZ: Behandlung mit 100 uM
TMZ. Die gezeigte Abbildung ist reprasentativ fiir zwei identisch durchgefiihrte immuncytochemische
Analysen (n=2) und zeigt die Mittelwerte des relativen Anteils Rad51-positiver Zellkerne von je zehn

reprasentativen Mikrofotografien.

324  Zusammenhang  zwischen = Rad51-positiven  Zellkernen  und  den

Analyseparametern

Bei allen untersuchten Zelllinien konnte eine deutliche Zunahme des Anteils an Rad51-
postiven Zellkernen in der Frithphase nach Bestrahlung mit 5 Gy beobachtet werden. Die
Doppelbehandlung mit 5 Gy und TMZ verstdrkte bei jeder Zelllinie diesen Anstieg,

allerdings waren die Effekte meist weniger als additiv. Bis auf T1447-cl4 wurde bei allen
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TP53-Mutanten bereits in den Kontrollen ein hdherer Anteil Rad51-postiver Zellkerne
beobachtet als bei den TP53wr-SLGCs.
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4 Diskussion

Die Therapieresistenz von stammzelldhnlichen Gliomzellen (SLGCs), die an der
Entstehung von therapieresistenten Tumorrezidiven beteiligt sind, ist ein zentrales Problem
bei der Behandlung von GBMs (Hadjipanayis und Van Meir, 2009; Osuka und Van Meir,
2017). Als ein moglicher Mechanismus flir die Therapieresistenz von SLGCs wird eine
erhohte Kapazitit zur Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen angenommen (Bao et al.,
2006; Osuka und Van Meir, 2017). Hieran konnte Rad51 als Schliisselprotein der
homologen Rekombination beteiligt sein. Es wurde beobachtet, dass Rad51 in der
Mehrzahl maligner humaner Tumoren {liberexprimiert ist (Hine et al., 2014), iiber die
Expression von Rad51 in SLGCs aus Glioblastomen und Gliosarkomen ist jedoch nichts

bekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Rad51 in SLGCs aus verschiedenen
Patienten mit malignen Gliomen exprimiert wird und ob es nach Bestrahlung zu einer
Steigerung der Rad51-Expression und einer Verdnderung der subzelluliren Lokalisation
von Rad51 kommt, als Anzeichen fiir eine gesteigerte Aktivitdt der Rad51-abhingigen
DNA-Reparatur. Aullerdem wurde analysiert, ob es Unterschiede zwischen SLGC-Linien
mit Wildtyp-TP53 und TP53-Mutation beziiglich der Induktion und der Verdnderung der
subzelluldren Lokalisation gibt. SchlieBlich wurde untersucht, ob die zusétzliche Gabe von

TMZ die strahleninduzierte Rad51-Expression und die Rad51-Lokalisation beeinflusst.

4.1 Rad51 wird in SLGCs aus verschiedenen Patienten exprimiert

In den meisten humanen malignen Tumorzellen kommt es zu einer starken Uberexpression
von Rad51 (Hine et al., 2014). Diese hdngt unmittelbar mit einer erhohten Aktivitit des
Rad51-Promoters zusammen, die im Vergleich zu nicht malignen Zellen durchschnittlich
um das 850fache gesteigert ist. Die Regulierung des Rad51-Promoters ist ein komplexer
Vorgang, zu dem noch wenig bekannt ist. Es wurde allerdings beschrieben, dass die
Rad51-Promoteraktivitdt mit zunehmender maligner Transformation der Tumorzellen
ansteigt (Hine et al., 2014).

Fiir die in dieser Arbeit untersuchten SLGC-Linien sowie fiir die etablierte GBM-Linie
US7MG konnte eine Expression von Rad51 nachgewiesen werden. Die mittels Western
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Blot Analyse nachgewiesenen Rad51-Proteinlevel waren bei unbehandelten SLGCs
allerdings insgesamt niedrig und bewegten sich zum Teil an der Nachweisgrenze dieses
Verfahrens, wenn 20 ng Gesamtzellproteinextrakt eingesetzt wurden. Aus diesem Grund
konnten auch keine deutlichen Unterschiede in den basalen Levels der Rad51-Expression
zwischen den verschiedenen SLGC-Linien festgestellt werden. Dies schliet das Fehlen
von nachweisbaren Unterschieden zwischen unbehandelten SLGCs mit Wildtyp-TP53 und
TP53-Mutation ein. Eine PCR-Untersuchung konnte hierbei eventuell auch geringe
Unterschiede der Rad51-Expressionslevel bei den verschiedenen unbehandelten SLGC-
Linien aufzeigen. Interessanter wiren dabei Analysen zur Methylierung des Rad51-
Promoters in den verschiedenen SLGCs durch sogenannte methylierungsspezifische PCRs
(MSP) (Ramalho-Carvalho et al., 2018) oder methylated DNA immunoprecipitation
(MeDIP) (Weber et al., 2005). Hierdurch konnten moglicherweise Unterschiede in der

Regulierung der Rad51-Genexpression aufgedeckt werden.

4.2 Die Bestrahlung von SLGCs fiihrt zu einem Anstieg der Rad51- und
TP53-Expression

Bao und Kollegen (2006) konnten fiir Gliomstammzellen, die den Marker CD133
exprimieren, eine erhohte und effektivere Reparatur von DNA-Einzel- und
Doppelstrangbriichen nach Bestrahlung feststellen. Rezente Forschungsergebnisse weisen
darauf hin, dass in SLGCs insbesondere der Rad51-abhéngigen homologen Rekombination
eine gesteigerte Bedeutung in der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen nach
Bestrahlung zukommen konnte (King et al, 2017). Auflerdem vermutete diese
Arbeitsgruppe eine  signifikante = Assoziation zwischen der Expression von
Stammzellmarkern wie SOX2 und der Expression von Rad51 (King et al., 2017). Bei allen
in dieser Arbeit untersuchten SLGC-Linien konnte eine Steigerung der Rad51-Expression
nach Bestrahlung festgestellt werden. Diese Ergebnisse bekréftigen die Annahme, dass der
Rad51-abhidngigen DNA-Reparatur in SLGCs nach Bestrahlung eine wichtige Bedeutung
zukommen konnte und dieser Mechanismus zu der erhohten DNA-Reparaturkapazitit der
SLGCs beitragen konnte.

Die als Referenzzelllinie untersuchte etablierte GBM-Linie U87MG (Wildtyp-TP53)
zeigte eine effiziente Induktion der Rad51-Expression nach Bestrahlung, die vergleichbar

mit der einiger SLGCs war. Diese Zelllinie exprimiert kein SOX2 (Hirseland, 2017). Die
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in dieser Arbeit verwendeten SLGC-Linien exprimieren alle den Transkriptionsfaktor
SOX2, wobei die Expressionslevel zwischen den SLGC-Linien variieren (Choschzick et
al., 2014; Hirseland, 2017). Unmittelbare Auswirkungen der Behandlungen auf die SOX2-
Expression wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Die Arbeiten von
Hirseland (2017) lassen aber indirekt den Riickschluss zu, dass eine Assoziation der
Rad51-Expression mit der Expression von Stammzellmarkern, die King und Kollegen
(2017) beschrieben, nicht bestitigt werden kann. So ist das SOX2-Level in den SLGC-
Linien, insbesondere T1440, T1442 und T1452 hoch, in T1495-Kulturen, in denen neben
Typ I- auch viele Typ II- und Typ IlI-Zellen vorliegen (Chen et al., 2010) (Abb. 1),
reduziert und fehlt in den U87MG-Zellen (Hirseland, 2017). Die Induktion von Rad51 war
insbesondere in U87MG-Zellen und auch bei T1495 effizient.

In diesem Kontext sind zunichst einmal die Bestrahlungsdosen von Bedeutung. Wéhrend
Bao und Kollegen (2006) die Bestrahlung mit Einzeldosen zwischen 2 und 5 Gy
durchfiihrten, lagen die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Dosen deutlich dariiber.
Dies begriindet sich darin, dass in der Arbeitsgruppe festgestellt wurde, dass die
Strahlendosis, bei der die Proliferation der SLGC-Zellen auf die Hilfte gesenkt wurde
(EDso proliferation), zum Teil 20 Gy und mehr betrdgt (Dahlke, 2018; Dorenberg, 2017). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstiitzen diese Beobachtung, da die Rad51-
Induktion fiir die SLGC-Linie T1452 mit 25 Gy effizient war.

Die SLGC-Linie T1440 wurde ebenfalls mit 25 Gy bestrahlt. Strahlendosen von 20 Gy
wurden in dieser Arbeit fiir die SLGC-Linien T1371, T1447-cl4, T1495 und T1442
eingesetzt. Lediglich T1522 wurde, analog zu fritheren Arbeiten der Arbeitsgruppe, mit
einer niedrigeren Dosis, im vorliegenden Fall mit 10 Gy, bestrahlt.

Weiterhin stellte sich die Frage, ob der TP53-Status der SLGCs einen Einfluss auf die
Induktion der Rad51-Expression nach Bestrahlung haben konnte.

Die Analysen der Proteinlevels des Tumorsuppressors und Transkriptionsfaktors TP53
ergaben in den unbestrahlten Zelllinien mit Wildtyp-TP53 T1440, T1522 und U887MG sehr
geringe TP53-Levels, die SLGCs mit TP53-Mutation wiesen deutlich héhere TP53-Levels
auf. Ein stark erhohtes TP53-Level ist in Tumorzellen mit mutiertem TP53 ein héufig
beschriebenes Phanomen (Freed-Pastor und Prives, 2012). Fiir das Einhalten des Wildtyp-
TP53-Levels auf einem geringen Niveau, ebenso wie das von mutiertem TP53 auf
erhohtem Niveau (Freed-Pastor und Prives, 2012; Poyurovsky und Prives, 2006), scheint
explizit die Wechselwirkung zwischen der Mikroumgebung einer Tumorzelle und dem

TP53 verantwortlich zu sein (Terzian et al., 2008). Neben verschiedenen Mechanismen,
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wie einer grundlegend aktivierten DNA-Schadensantwort in Tumorzellen, die die fiir den
TP53-Abbau entscheidende Polyubiquitinylierung beeintrachtigt (Frum et al., 2016),
scheint vor allem die Interaktion des mutierten TP53 mit dem Hitzeschockprotein HSP90
eine bedeutsame Erklarung fiir die starke Akkumulation von mutiertem TP53 in
Tumorzellen zu liefern. Hierbei bildet HSP90 Komplexe sowohl mit TP53 als auch mit
MDM?2 und verhindert so den Abbau des mutierten TP53 (Li et al., 2011).

Die Bestrahlung induzierte bei allen untersuchten Zelllinien innerhalb von 6 h eine
deutliche Steigerung der TP53-Levels. Dieser Effekt war am deutlichsten in den Zelllinien
mit Wildtyp-TP53 (T1440, T1522 und U87MG). Typischerweise sank das TP53-Level in
diesen Zelllinien innerhalb weniger Stunden stark, sodass das TP53 nach 24 h meist nur
noch etwa die Hélfte des Levels nach 6 h erreichte. Die SLGC-Linien mit TP53-Mutation
(hohe TP53-Basisexpression) wiesen hingegen eine weniger starke Erhohung des TP53-
Levels nach Bestrahlung auf, die zudem meist ldnger im Bereich des Maximalwertes blieb.
Besonders deutlich war dies bei der TP53cor-Mutante T1495-R273H und der TP53missense-
Mutante T1442-N239D zu beobachten. Bei T1495-R273H handelt es sich um eine
Kontaktmutante (Liu et al., 2010). Aus den bisher publizierten Daten kann abgeleitet
werden, dass es sich bei T1442-N239D ebenfalls um eine Kontaktmutante handelt (Jia et
al., 2012). Inwiefern TP53-N239D funktional ist, ist bislang unklar, vereinzelt wird sie
jedoch als ,,loss of function “~-Mutation beschrieben (Jordan et al., 2010). Bei der TP53or-
Mutante T1447-cl4-R248W handelt es sich um eine Kontaktmutante (Liu et al., 2010). Die
TP53spieis-Mutante  T1452 wurde bisher nicht in der Literatur beschrieben, ihre
Funktionalitdt ist daher ebenfalls bislang unbekannt. Fiir die TP53Gor-Mutante T1371-
R175H, bei der es sich um eine Konformationsmutante handelt (Liu et al., 2010), wurde
auch das TP53-Level 2 h nach Bestrahlung ermittelt, was aus organisatorischen Griinden
fiir die anderen Zelllinien nicht mdglich war. Die Analyse belegte hier, dass das maximale
TP53-Level in T1371-R175H bereits nach 2 h erreicht wurde. Damit kann davon
ausgegangen werden, dass es hierbei vor allem zu einer Stabilisierung des Proteins kam.
Nach einem DNA-Schaden durch ionisierende Strahlung kommt es zu einer
Phosphorylierung von TP53 an verschiedenen Aminoséureresten durch die Kinasen ATM,
DNA-PK und Chk2 (Hock und Vousden, 2014; Shieh et al., 1997). Die Interaktion mit der
E3 Ligase MDM2 wird gestort und es kommt zur Akkumulation von TP53 (Appella und
Anderson, 2001; Shieh et al., 1997).
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4.3 Induktion von Rad51 in SLGCs mit unterschiedlichem TP53-Status

Der Tumorsuppressor TP53 kann durch Binden an den Rad51-Promoter die Rad51-
mRNA- und damit die Proteinexpression vermindern (Arias-Lopez et al., 2006). Damit ist
er an der Regulierung der homologen Rekombination beteiligt (Arias-Lopez et al., 2006).
Eine fehlerhafte Repression von Rad51 infolge von TP53-Mutationen konnte {iber eine
gesteigerte Rad51-abhdngige DNA-Reparatur zu einer erhdhten Therapieresistenz der
betroffenen Zellen fithren. Es wurden Hinweise darauf gewonnen, dass bestimmte TP53-
Mutanten keine Repression von Rad51 ermdglichen. So lieB sich in Zellen mit der TP53-
Kontaktmutante R280K eine fehlerhafte Unterdriickung der Rad51-mRNA- und
Proteinexpression und der Rad51-Focibildung infolge von DNA-Doppelstrangbriichen
feststellen (Arias-Lopez et al., 2006).

Bei der Mehrheit der in der vorliegenden Arbeit untersuchten primdaren GBM- und GSarc-
Zelllinien konnte in SLGCs mit TP53-Mutation eine effizientere Induktion der Rad51-
Expression nach Bestrahlung beobachtet werden als bei den SLGCs mit Wildtyp-TP53.
Dies betraf T1371-R175H (2,9fach an Tag dl), T1495-R273H (2,7fach an Tag dl) und
T1442-N239D (3,1fach nach 6 h). Weniger deutlich war der Effekt fiir die TP53-Spleil3-
Mutante T1452 (1,8fach nach 6 h) und bei T1447-cl4-R248W betrug die Induktion der
Rad51-Expression nach Bestrahlung maximal 1,2fach gegeniiber von 1,2fach (T1522) und
1,5fach (T1440) bei den TP53wr-SLGCs. Dieses Ergebnis konnte einerseits auf eine
suffiziente Rad51-Suppression durch TP53-R248W hindeuten. Andererseits war das TP53-
Proteinlevel bei T1447-cl4-R248W im unbehandelten Zustand gegeniiber allen anderen
untersuchten Zelllinien deutlich erhoht und wurde durch die Bestrahlung weiter gesteigert.
Dieses stark erhohte Proteinlevel konnte sich kompensatorisch auf eine eingeschrinkte
Rad51-Unterdriickung durch TP53-R248W auswirken. Um die Funktion von TP53-
R248W in T1447-cl4 zu analysieren, wire eine Untersuchung der fiir die
Hyperstabilisierung des mutierten TP53 verantwortlichen Faktoren interessant. Hierbei
konnte man beispielsweise HSP90 durch Gen-Knockdown oder eine pharmakologische
Hemmung seiner Aktivitit unterdriicken und so der starken Akkumulation von TP53-
R248W in den Zellen entgegenwirken (Li et al., 2011).

In diesem Kontext konnte weiterhin wichtig sein, dass die Zelllinie T1447 aus einem
Gliosarkom-Rezidiv angelegt wurde und sie, wie auch der davon abgeleitete Subklon

T1447-cl4, nachweislich eine Deregulierung mehrerer Signalkaskaden und vielfache
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Mutationen aufweist (Choschzick et al., 2014; Hirseland, 2017). Es wire daher denkbar,
dass auller TP53 weitere Proteine der DNA-Schadensantwort dereguliert sind.

Die etablierte GBM-Zelllinie U87MG, die einen TP53-Wildtyp aufweist, zeigte eine
effiziente Rad51-Induktion, die deutlich stirker war als in den untersuchten TP53wr-
SLGC-Linien. Dies wurde auch durch die immunzytochemischen Untersuchungen
bestitigt, auf die weiter unten eingegangen wird.

Die oben besprochenen Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass bestimmte TP53-
Mutationen in SLGCs zu einer verminderten Repression von Rad51 fiihren konnten. Dies
konnte wiederum die Regulation der homologen Rekombination beeinflussen und zu einer
erhohten Therapieresistenz der betroffenen Tumorzellen fiihren.

Fiir die effiziente Funktion von Rad51 in der homologen Rekombination sind weiterhin
Rad51-Mediatoren wie die Paralogen Rad51C und XRCC3 bedeutsam (Sullivan und
Bernstein, 2018). Obwohl diese schon sehr lange bekannt sind, ist ihre genaue Funktion in
vielen Bereichen noch immer nicht geklart (Sullivan und Bernstein, 2018). Zudem ist die
Regulierung des Rad51-Promoters ein komplexer Vorgang, der von multiplen Faktoren
beeinflusst wird und zu dem noch wenig bekannt ist (Hine et al., 2014). In einer Arbeit von
Hasselbach und Kollegen wurde ein Cis-Element im Rad51-Promoter identifiziert, das die
basale Expression erhoht, sowie zwei Cis-Elemente, die die Rad51-Expression limitieren
(Hasselbach et al., 2005). Weitere Untersuchungen im Bereich der Rad51-Mediatoren
sowie der Regulierung des Rad51-Promoters sind notwendig, um die Rolle von Rad51 in

der Therapieresistenz von Zellen besser zu verstehen.

4.4 Die Bestrahlung von SLGCs fiihrt zu einer Translokation von Rad51 in
den Zellkern

Eine gesteigerte Rad51-Expression infolge von Bestrahlung, wie sie fiir die in dieser
Arbeit untersuchten SLGCs nachgewiesen werden konnte, deutet auf eine gesteigerte
Aktivitdit der Rad51-abhingigen homologen Rekombination in diesen Zellen nach
Behandlung hin (Klein, 2008). Das zentrale Kriterium der Rad51-Aktivitét ist jedoch die
Lokalisation im Nukleus und die Bildung von Filamenten an den DNA-Lisionen
(Gildemeister et al., 2009), die immuncytochemisch als intranukledre Rad51-Foci
erkennbar sind (Mladenov et al., 2006). Hierfiir ist zunédchst eine Translokation von Rad51

aus dem Zytoplasma in den Nukleus essenziell (Browning und Wise, 2017). Bei den in der
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vorliegenden Arbeit untersuchten Zelllinien konnte infolge der Bestrahlung eine
Translokation von Rad51 in den Zellkern und eine Zunahme an intranukledren Rad51-Foci
innerhalb von 24 h beobachtet werden. In allen untersuchten Zelllinien war jedoch iiber
den untersuchten Zeitraum das Rad51-Signal im Zytoplasma stirker als im Kern. Die
stairksten Rad51-Signale wurden in perinukledren Bereichen beobachtet. Da sich die
Effizienz der Rad51-Translokation bei den verschiedenen Zelllinien unterschied, wird

dieser Aspekt im nichsten Abschnitt genauer besprochen.

4.5 Intranukledre Translokation von Rad51 in SLGCs mit unterschiedlichem

TP53-Status

Zunichst ist anzumerken, dass entgegen der Western Blot Analyse, bei der die Zelllinien
mit Bestrahlungsdosen entsprechend der EDso protiferation (Dorenberg, 2017) behandelt
wurden, die chamber slides fiir die Analyse der Rad51-Translokation in allen Féllen mit
5 Gy bestrahlt wurden. Der Grund dafiir war, dass auf kooperative Effekte zwischen
Bestrahlung und Behandlung mit TMZ getestet werden sollte. Hierfiir sind suboptimale
Dosen besser geeignet. Allerdings wurden die TMZ-Dosen dem MGMT-Status der
jeweiligen Zelllinie angepasst (siche Angaben in Tab. 1).

Die SLCGs mit TP53-Mutation erreichten nach Bestrahlung etwas hdhere Anteile an
Rad51-positiven Zellkernen (59 — 65% bei T1371-R175H, T1447cl4-R248W, T1495-
R273H und 71% bei T1442-N239D gegeniiber von 49 — 51% fiir T1440 und T1522),
wiesen jedoch mit Ausnahme von T1447-cl4 schon vor der Behandlung einen hdheren
Anteil an Rad51-postiven Kernen auf als die TP53wr-SLGCs. Die Zeitkinetik (es wurden
Werte nach 1, 2, 4, 8 und 24 h erhoben) zeigt, dass das Maximum an Rad51-positiven
Zellkernen in fiinf von sieben untersuchten Zelllinien nach 8 h erreicht wurde. Lediglich
im Fall von T1371-R175H und T1447-cl4-R248W wurde der maximale Anteil an Rad51-
positven Zellkernen bereits nach 4 h ermittelt. Zwischen dem Maximum und dem Anteil
an Rad51-positiven Zellkernen nach 24 h dnderte sich bei den Mutanten, mit Ausnahme
von T1495-R273H, nur wenig, wihrend der Anteil an Rad51-positiven Zellkernen im Fall
der Zelllinien mit TP53-Wildtyp deutlicher abnahm.

Die hier erhobenen Werte kdnnten somit auf eine Bedeutung von TP53-Mutationen fiir die
intranukledre Lokalisation von Rad51 hinweisen. Ein direkter Einfluss von TP53 auf den

Vorgang der intranukledren Translokation von Rad51 wurde bisher nicht beschrieben.
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Rad51-Monomere konnen frei zwischen Zytoplasma und Zellkern diffundieren, allerdings
liegt ein groBer Teil des Rad51 im Zytoplasma in Form von Oligomeren vor, denen der
spontane Eintritt in den Zellkern nicht moglich ist. Fiir eine effiziente Translokation, wie
sie im Rahmen einer DNA-Schadensantwort auftritt, bendtigt das Rad51 daher ein
Tragerprotein mit einem nuclear localization signal (NLS), das das Rad51 in den Zellkern
transportiert (Jeyasekharan et al., 2013). Diese Funktion wurde fiir das
Tumorsuppressorprotein BRCA2 beschrieben, das nicht nur die Bindung von Rad51 an
ssDNA im Bereich eines DNA-Schadens kontrolliert (Jensen et al., 2010), sondern schon
den vorangeschalteten Import von Rad51 aus dem Zytoplasma in den Zellkern steuert
(Davies et al., 2001). Der Import wird hierbei nicht nur direkt durch die Bildung von
BRCA2-Rad51-Komplexen, die die Kernmembran passieren konnen, gesteuert, sondern
auch durch die Unterdriickung der Oligomerisierung von Rad51. Dadurch stehen Rad51-
Monomere zur Bindung an diverse Transportproteine, die ebenfalls ein NLS tragen und
mit Rad51 interagieren konnen, zur Verfiigung (Jeyasekharan et al., 2013). Das Rad51-
Parlog Rad51C, das wihrend der homologen Rekombination fiir die Stabilisierung des
Rad51-Nucleoproteinfilamentes zustindig ist (Amunugama et al., 2013), ist hierbei ein
weiteres wichtiges Transportprotein fiir den nukledren Import von Rad51 (Gildemeister et
al., 2009). Diese Funktion scheint Rad51C sogar zum Teil unabhédngig von funktionellem
BRCAZ2 und ohne vorangegangenen DNA-Schaden ausfiihren zu kénnen, was die zum Teil
erhohten intranukledren Rad51-Level bei den unbehandelten Zelllinien mit TP53-Mutation
erkldaren konnte (Gildemeister et al., 2009). Weder fiir BRCA2 noch fiir Rad51C wurde
bisher ein Einfluss von TP53 auf die Expression oder die Funktionsweise beschrieben und
damit auch nicht, welchen Einfluss eine eventuelle TP53-Mutation auf die intranukledre
Translokation von Rad51 haben konnte. Fiir das Tumorsuppressorprotein BRCA2
hingegen ist bekannt, dass die tumorassoziierte Missense-Mutation D2723H zu einer
verminderten Translokation von Rad51 in den Zellkern fiihrt (Jeyasekharan et al., 2013).
Durch eine beeintrachtigte Bindung von DSS1 an BRCA2 wird hierbei ein nuclear export
signal (NES) nur unzureichend maskiert, wodurch der nukledre Import des Komplexes
stark beeintrachtigt ist (Jeyasekharan et al., 2013). Um den moglichen Einfluss von TP53
oder anderen Faktoren auf die intranukledre Translokation von Rad51 in SLGCs zu
beurteilen, wére es daher sinnvoll zu priifen, ob gegebenenfalls Mutationen im BRCA2-
Gen oder einem der Rad51-Paralogen vorliegen. Solche Mutationen kdnnten mittels Next-

Generation-Sequencing bestimmt werden (Kamps et al., 2017).
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4.6 Die zusitzliche TMZ-Behandlung kann die Induktion und intranukleére

Translokation von Rad51 beeinflussen

Bei der Therapie eines GBM wird nach erfolgter Resektion neben einer adjuvanten
Bestrahlung des Tumorbetts zusétzlich eine begleitende Therapie mit TMZ eingeleitet, die
nach Ende der Strahlentherapie fiir einige Zyklen weitergefiihrt wird, da diese kombinierte
Radiochemotherapie ein signifikant erhohtes Gesamtiiberleben gegeniiber der alleinigen
Bestrahlung bewirkt (Stupp et al., 2009). Bobola und Kollegen konnten bei GBM-
Zelllinien feststellen, dass der zytotoxische Effekt dieser Doppelbehandlung bestehend aus
Bestrahlung und TMZ supraadditiv ist (Bobola et al., 2010). Bei dieser sogenannten
Radiosensitivierung durch TMZ wird die tumorizide Wirkung fast ausschlieBlich tiber die
Entstehung von DNA-Doppelstrangbriichen vermittelt (Bobola et al., 2010).

Im Rahmen der Western Blot Analysen der vorliegenden Arbeit wurde die Kooperativitét
von Bestrahlung und TMZ exemplarisch an der SLGC-Linie T1495-R273H untersucht.
Die hierbei eingesetzte Strahlendosis betrug 20 Gy, die Konzentration von TMZ 100 uM.
Es zeigte sich, dass 100 uM TMZ das Rad51-Level steigern konnen (1,5fach), allerdings
weniger effizient als 20 Gy (2,7fach), wobei in beiden Féllen die maximale
Expressionssteigerung nach 24 h erreicht wurde. Nach der Doppelbehandlung mit 20 Gy
und 100 uM TMZ war das Rad51-Level nach 24 h auf das 12fache gesteigert, nach 6 h war
bereits eine 4fache Steigerung feststellbar. Der Anstieg lag damit deutlich iiber dem
additiven Effekt der Einzelbehandlungen. Dieser synergistische Effekt der
Doppelbehandlung auf die Rad51-Induktion konnte darauf hindeuten, dass es auch in
T1495-R273H zu einer Radiosensitivierung durch TMZ kam. AuBerdem deuten die
Ergebnisse darauf hin, dass die Rad51-abhingige DNA-Reparatur eine wichtige Rolle bei
der Schadensantwort von SLGCs nach Doppelbehandlung mit Bestrahlung und TMZ
spielen konnte.

Hinsichtlich der Translokation von Rad51 in den Nukleus und der Bildung von
intranukledren Rad51-Foci, die, wie bereits beschrieben, wichtige Kriterien fiir die
Beschreibung der Rad51-Aktivitit sind (Browning und Wise, 2017; Gildemeister et al.,
2009; Mladenov et al., 2006), wurden in den immuncytochemischen Analysen fiir T1495-
R273H keine synergistischen oder additiven Effekte von Bestrahlung und TMZ
beobachtet. So waren 4 h nach der Doppelbehandlung 74% der Kerne Rad51-positiv, 8 h
nach alleiniger Bestrahlung mit 20 Gy aber immerhin 65% und zu den restlichen
Zeitpunkten waren die Unterschiede noch geringer.
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Die in den Western Blots beobachtete, relativ zu den Einzelbehandlungen mehr als
additive Zunahme der Rad51-Expression nach Doppelbehandlung kdnnte somit als eine
Steigerung des zytoplasmatischen Rad51-Levels interpretiert werden. Allerdings ist es
aufgrund des ungiinstigen Signal-Rausch-Verhéltnisses in der immuncytochemischen
Analyse moglich, dass hinsichtlich der Translokation ein additiver oder synergistischer
Effekt existierte, dieser jedoch in den Priparaten nicht erkennbar war. Aullerdem wurden
die Zellen fiir die Western Blot Analysen mit 20 Gy bestrahlt, die Zellen fiir die
immuncytochemischen Analysen hingegen nur mit 5 Gy. Entgegen des Konzeptes,
synergistische Effekte mit geringeren Strahlendosen besser detektieren zu konnen, wére es
moglich, dass 5 Gy hier nicht ausgereicht haben, um additive oder synergistische Effekte
von Bestrahlung und TMZ darzustellen. In diesem Kontext soll darauf hingewiesen
werden, dass Patienten mit einem GBM eine fraktionierte Bestrahlung mit 60 Gy iiber 6
Wochen erhalten, bei der die Einzeldosis bei 1,8-2 Gy liegt (Mann et al., 2017). Auch die
in vitro Untersuchungen zur Induktion der DNA-Schadensantwort an CDI133-positven
bzw. CD133-negativen GBM-Zellen durch Bao und Kollegen erfolgten fast ausschlieBlich
mit 2-5 Gy (Bao et al., 2006). Um die Responsivitit der von Bao und Kollegen (2006)
untersuchten GBM-Linien, liber deren TP53-Status jedoch nichts bekannt ist, mit den in
der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten vergleichen zu konnen, wurden die hier fiir die

immuncytochemischen Analysen eingesetzten SLGC-Linien mit 5 Gy bestrahlt.

4.7 Schlussfolgerungen und Ausblick

In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Rad51 in SLGCs aus verschiedenen
Patienten mit malignen Gliomen exprimiert wird und dass es nach Bestrahlung zu einer
Steigerung der Rad51-Expression sowie zu einer Translokation von Rad51 in den Zellkern
kommt. Diese Beobachtungen wurden als Anzeichen filir eine gesteigerte Aktivitdt der
Rad51-abhidngigen DNA-Reparatur interpretiert und deuten darauf hin, dass die Rad51-
abhingige DNA-Reparatur fiir die Therapieresistenz von SLGCs eine wichtige Rolle
spielen konnte.

Aus den Ergebnissen kann geschlussfolgert werden, dass die gezielte Hemmung von
Rad51 eine lohnenswerte Strategie fiir die Entwicklung neuer GBM-Therapien sein
konnte. Die Arbeiten von An und Kollegen =zur Radiosensitivierung von

Zervixkarzinomzellen konnten hierfiir ein richtungsweisendes Beispiel sein (An et al.,
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2016). So beschrieb diese Arbeitsgruppe, dass der PPARy-Inhibitor T007 eine Hemmung
von Rad51 und der Reparatur von strahleninduzierten DNA-Doppelstrangbriichen mittels
homologer Rekombination bewirkte, die in einem erhéhten Zellsterben resultierte (An et
al., 2016). Ob ein solches Szenario fiir eine Verringerung des Uberlebens von SLGCs

funktionieren konnte, wére ein experimenteller Ansatz zur Weiterfiihrung der vorliegenden

Arbeit.

Ein weiterer in dieser Arbeit untersuchter Aspekt betrifft den TP53-Status von SLGCs. 20-
30% der primdren GBMs und 60-70% der sekundiren GBMs weisen eine TP53-Mutation
auf, wodurch diese die hédufigste molekulare Anomalitit in GBMs {iiberhaupt darstellt
(England et al., 2013). AuBBerdem konnte beobachtet werden, dass die Expression von
mutiertem GOF-TP53 in GBMs mit einer schlechteren Prognose asoziiert ist (Zhang et al.,
2018).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass bestimmte TP53-
Mutationen in SLGCs zu einer fehlerhaften Repression von Rad51 fiihren konnten. Ein
Eingriff in die Funktionsweise des mutierten TP53 zur Wiederherstellung der TP53-
Wildtypfunktion konnte das Therapieansprechen von SLGCs verbessern. In verschiedenen
Phase 1 Studien an malignen Gliomen wurde dieser Ansatz bereits verfolgt. Lang und
Kollegen etwa transfizierten intaktes TP53 mittels Adenoviren in die Tumoren von 15
Patienten mit einem Gliomrezidiv (Lang et al., 2003). Bei allen Patienten konnten sie die
Expression des funktionsfahigen exogenen TP53 nachweisen und eine Induktion der
Apoptose bewirken (Lang et al., 2003). Ein weiterer Ansatz ist die Modifizierung der
Wirkung von mutierten TP53-Proteinen mittels sogenannter small molecules, die in die
Tumorzelle eingeschleust werden, die Faltung der Proteine beeinflussen und somit die
Wildtypfunktion zumindest teilweise wiederherstellen (Stegh, 2012). Die Molekiile
PRIMA-1, STIMA-1 und MIRA-3 gehdren in diese Gruppe und konnen die Faltung der
DNA-Bindungsdoméne des mutierten TP53 beeinflussen und so eine gesteigerte Induktion
der Apoptose bewirken (Stegh, 2012). Als Fortfilhrung dieser Arbeit wire es moglich,
SLGCs mit TP53-Mutation mit small molecules zu behandeln und danach ihre Féhigkeit

zur Induktion von DNA-Reparatur und Apoptose zu untersuchen.

Seit einigen Jahren hat sich in der Therapie des GBM ein relativ festes Therapieschema
aus Operation und Bestrahlung mit adjuvanter Chemotherapie etabliert (Stupp et al., 2005).

Der individuelle Therapieweg orientiert sich dabei vor allem an etablierten Markern wie
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MGMT und IDH (Louis et al., 2016; Olar und Aldape, 2014). Die individuelle, gezielte
molekulare Therapie bei GBMs steht allerdings noch ganz am Anfang. Durch eine
Fokussierung der Therapie auf die Eliminierung oder Differenzierung von SLGCs unter
Einbezug molekularer Ansédtze zur Modulierung der DNA-Schadensantwort kdnnten
moglicherweise in der Zukunft therapeutische Erfolge bei der Behandlung von malignen

Gliomen erzielt werden.
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5 Zusammenfassung

Die zentrale Schwierigkeit bei der Behandlung von Glioblastomen ist das Auftreten von
therapieresistenten Tumorrezidiven, an denen die Patienten versterben und zu deren
Entstehung stammzelldhnliche Gliomzellen beitragen. Neben der Fihigkeit, die
Tumorprogression auf vielfiltige Art und Weise zu fordern, zeichnen sich
stammzelldhnliche Gliomzellen durch ihre Therapieresistenz aus. Als ein moglicher
Mechanismus fiir diese Therapieresistenz wird eine erhohte Kapazitit zur Reparatur von
DNA-Doppelstrangbriichen angenommen. Hieran konnte Rad51 als Schliisselprotein der
homologen Rekombination beteiligt sein. In der Literatur wurde beschrieben, dass Rad51
in der Mehrzahl maligner humaner Tumoren iiberexprimiert ist, iiber die Expression von
Rad51 in stammzelldhnlichen Gliomzellen aus Glioblastomen und Gliosarkomen ist jedoch
nichts bekannt. Die vorliegende Studie befasst sich mit der Frage, ob Rad51 fiir die

Resistenz von stammzelldhnlichen Gliomzellen gegeniiber Bestrahlung eine Rolle spielt.

Mittels Western Blot und immuncytochemischer Analysen wurden die Expression und die
subzelluldre Lokalisation von Rad51 in stammzelldhnlichen Gliomzellen aus
verschiedenen Patienten mit malignen Gliomen untersucht und analysiert, ob es durch
Bestrahlung der stammzelldhnlichen Gliomzellen zu einer gesteigerten Expression und zu

einer verdanderten subzelluldren Lokalisation von Rad51 kommt.

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass Rad51 in
stammzelldhnlichen Gliomzellen aus verschiedenen Patienten mit malignen Gliomen
exprimiert wird. Nach Bestrahlung wurden eine Steigerung der Rad51-Expression sowie
eine Translokation von Rad51 in den Zellkern beobachtet. Diese beiden Beobachtungen
wurden als Anzeichen fiir eine gesteigerte Aktivitdt der RadS51-abhingigen DNA-
Reparatur gedeutet. Das Ausmall von Induktion und intranukledrer Translokation von
Rad51 unterschied sich bei den verschiedenen stammzelldhnlichen Gliomzellen mit
unterschiedlichem Mutationsstatus des Tumorsuppressors TP53. Die zusétzliche
Behandlung mit dem alkylierenden Zytostatikum Temozolomid konnte die Rad51-
Induktion verstirken und die intranukledre Translokation von Rad51 fordern.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Rad51-abhingige DNA-Reparatur
fiir die Therapieresistenz von stammzelldhnlichen Gliomzellen eine wichtige Rolle spielen

konnte.
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9 Anhang

Tabelle 11: Induktion der Proteinexpressionen nach Bestrahlung bei den untersuchten Zelllinien
(vereinfachte schematische Darstellung der Expression bis einschliellich Tag d2)

Zelllinie TPS53-Status RT Rad51-Expression TPS3-Expression
T1440 WT 25 Gy +H 2N = 1T N

T1522 WT 10 Gy (+) ~ (+) TN
U87TMG WT 25 Gy (IR = 1T N

T1371 R175H 20 Gy + 1 ~ + T\
T1447-cl4 R248W 20 Gy (+) ~ ++ 72N

T1495 R273H 20 Gy + T\ + 11T -

T1442 N239D 20 Gy + TN ++ 7 -

T1452 Splei3 25 Gy + 2N ++ ~

Alle Angaben beziehen sich auf das Basislevel in den Kontrollen. Es wurden die Verdnderungen bis
einschlieBlich Tag d2 erfasst. RT: Bestrahlung; Basislevel der Expressionen: (—): nicht nachweisbar,
(+): schwach, +: deutlich, +: stark, ++: sehr stark; »: moderater Anstieg, T:deutlicher Anstieg, T7: starker

Anstieg, v: moderate Senkung, —: gleichbleibend, ~: leicht variabel. SLGCs: n=2 x 2; U§7MG: n=3 x 3.
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Abbildung 20: Relative Expression von RadS51 und TP53 R273H in der Zelllinie T1495 nach
Behandlung mit 1% DMSO. (A) Graphische Darstellung der relativen Expression von Rad51 normalisiert
gegen die Ladekontrolle Aktin und TP53 R273H normalisiert gegen die Ladekontrolle GAP-DH. Der
systematische Fehler von 10% ist angegeben. (B) Chemilumineszenz-Aufnahmen der untersuchten Proteine.
C: Kontrolle. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir die Daten von zwei biologischen Replikaten

mit je zwei identisch durchgefiihrten technischen Replikaten (n =2 x 2).
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Abbildung 21: Subzelluldre Lokalisation von Rad51 in der TPS3wr-Linie T1440 nach Bestrahlung mit
5 Gy und nach Doppelbehandlung mit 5 Gy und 25 uM TMZ. Die Mikrofotografien zeigen die
immuncytochemische Firbung mit der Antikdrperkombination aRad51/DyLight®. (A) Direkter Vergleich
von Proben 1 h und 24 h nach Beginn der Analyse. (B) Bestrahlte und doppelbehandelte Kulturen im
zeitlichen Verlauf. DMSO: Behandlung mit DMSO; TMZ: Behandlung mit 25 uM Temozolomid; 5 Gy:
Bestrahlung mit 5 Gy. Messbalken 50 pum. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir zwei identisch

durchgefiihrte immuncytochemische Analysen (n = 2).

78



[
=
N

4h

o
(9)]
<

5 Gy 0 Gy

vl
(0]
<

DMSO

TMZ
=

5Gy +DMSO 5 Gy + TMZ

2h

4h

8h

N
S
>

Abbildung 22: Subzellulire Lokalisation von Rad51 in der TPS3wr-Linie T1522 nach Bestrahlung mit
5 Gy und nach Doppelbehandlung mit 5 Gy und 100 pM TMZ. Die Mikrofotografien zeigen die
immuncytochemische Firbung mit der Antikérperkombination aRad51/DyLight®. (A) Direkter Vergleich
von Proben 1 h und 24 h nach Beginn der Analyse. (B) Bestrahlte und doppelbehandelte Kulturen im
zeitlichen Verlauf. DMSO: Behandlung mit DMSO; TMZ: Behandlung mit 100 uM Temozolomid; 5 Gy:
Bestrahlung mit 5 Gy. Messbalken 50 um. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir zwei identisch

durchgefiihrte immuncytochemische Analysen (n = 2).
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Abbildung 23: Subzellulire Lokalisation von RadS1 in der TP53cor-Linie T1371 nach Bestrahlung mit
5 Gy und nach Doppelbehandlung mit S Gy und 200 pM TMZ. Die Mikrofotografien zeigen die
immuncytochemische Firbung mit der Antikérperkombination aRad51/DyLight®. (A) Direkter Vergleich
von Proben 1 h und 24 h nach Beginn der Analyse. (B) Bestrahlte und doppelbehandelte Kulturen im
zeitlichen Verlauf. DMSO: Behandlung mit DMSO; TMZ: Behandlung mit 200 uM Temozolomid; 5 Gy:
Bestrahlung mit 5 Gy. Messbalken 50 um. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir zwei identisch

durchgefiihrte immuncytochemische Analysen (n = 2).
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Abbildung 24: Subzellulire Lokalisation von Rad51 in der TPS3cor-Linie T1447-cl4 nach Bestrahlung
mit 5 Gy und nach Doppelbehandlung mit 5 Gy und 50 pM TMZ. Die Mikrofotografien zeigen die
immuncytochemische Firbung mit der Antikérperkombination aRad51/DyLight®. (A) Direkter Vergleich
von Proben 1 h und 24 h nach Beginn der Analyse. (B) Bestrahlte und doppelbehandelte Kulturen im
zeitlichen Verlauf. DMSO: Behandlung mit DMSO; TMZ: Behandlung mit 50 uM Temozolomid; 5 Gy:
Bestrahlung mit 5 Gy. Messbalken 50 um. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir zwei identisch

durchgefiihrte immuncytochemische Analysen (n = 2).
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Abbildung 25: Subzellulire Lokalisation von RadS1 in der TP53cor-Linie T1495 nach Bestrahlung mit
5 Gy und nach Doppelbehandlung mit 5 Gy und 100 pM TMZ. Die Mikrofotografien zeigen die
immuncytochemische Firbung mit der Antikérperkombination aRad51/DyLight®. (A) Direkter Vergleich
von Proben 1 h und 24 h nach Beginn der Analyse. (B) Bestrahlte und doppelbehandelte Kulturen im
zeitlichen Verlauf. DMSO: Behandlung mit DMSO; TMZ: Behandlung mit 100 uM Temozolomid; 5 Gy:
Bestrahlung mit 5 Gy. Messbalken 50 um. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir zwei identisch

durchgefiihrte immuncytochemische Analysen (n = 2).
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Abbildung 26: Subzelluléire Lokalisation von Rad51 in der TPS53missense-Linie T1442 nach Bestrahlung
mit 5 Gy und nach Doppelbehandlung mit 5 Gy und 100 pM TMZ. Die Mikrofotografien zeigen die
immuncytochemische Firbung mit der Antikérperkombination aRad51/DyLight®. (A) Direkter Vergleich
von Proben 1 h und 24 h nach Beginn der Analyse. (B) Bestrahlte und doppelbehandelte Kulturen im
zeitlichen Verlauf. DMSO: Behandlung mit DMSO; TMZ: Behandlung mit 100 uM Temozolomid; 5 Gy:
Bestrahlung mit 5 Gy. Messbalken 50 um. Die gezeigten Abbildungen sind représentativ fiir zwei identisch

durchgefiihrte immuncytochemische Analysen (n = 2).
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Nl Rad51-DyL aRad51-DyL/DAPI

Abbildung 27: Positiv- und Negativkontrolle fiir die immuncytochemische Firbung unbehandelter
U87MG-Zellen mit dem Rad51-Antikoérper (¢Rad51, mo, ab1837; Tab. 10). Die Detektion erfolgte mit
dem Sekundirantikorper DyLight® 488 (DyL; Tab. 10). Diese Priparate entstanden als unbehandelte
Kontrollen in einem Bestrahlungsexperiment. (A) Farbung mit der Antikdrperkombination
aRad51/DyLight® 488 und Chromatinfarbung mit DAPI. Es sind die individuellen Kanile und die
Uberlagerung (Mitte) dargestellt. (B) Firbung wie in (A), aber ohne Primirantikorper. Es sind die
individuellen Kanile und die Uberlagerung (Mitte) dargestellt. Messbalken 50 um. mo: mouse Antikdrper;
DAPI: 4¢,6-Diamidin-2-phenylindol.
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