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Zusammenfassung

2 Zusammenfassung

Hintergrund: Zellulare Seneszenz beschreibt den terminalen Proliferationstopp von weiterhin
metabolisch aktiven Zellen, der durch eine Vielzahl von Stimuli ausgeltést werden kann. Dabei
spielt Seneszenz eine ambivalente Rolle, da sie einerseits an der embryonalen Entwicklung, der
Wundheilung sowie der Tumorsuppression beteiligt ist und andererseits relevante Prozesse im
Rahmen des physiologischen Alterungsprozesses begleitet. Ein mdglicher Ausléser pramaturer
Seneszenz stellt ionisierende Strahlung dar, deren DNA-schadigende Wirkung im Rahmen der
Radiotherapie zur Tumorkontrolle eingesetzt wird. In vorangegangenen Publikationen wurde
bereits untersucht, ob durch die Exposition von muriner und humaner Epidermis mit ionisierender
Strahlung eine veranderte Expression der Histonvariante H2A.J nachweisbar ist und ob diese mit
altersabhangiger Seneszenz assoziiert werden kann. Darlber hinaus zeigten ex-vivo
Untersuchungen eine Korrelation zwischen H2A.J-Expression und strahleninduzierter Seneszenz
in der humanen, abdominellen Epidermis von erwachsenen Probanden. In dieser Arbeit wurde
basierend auf den bereits publizierten Ergebnissen untersucht, ob ein Zusammenhang zwischen
der veréanderten Expression der Histonvariante H2A.J und zellularer Seneszenz nach der
Exposition mit ionisierender Strahlung auch in der infantilen préputialen Epidermis nachweisbar

ist.

Material _und Methoden: Im Rahmen elektiver Zirkumzisionen wurden 19 Hautproben

mannlicher Patienten ohne relevante Grunderkrankungen im Alter von 1 - 10 Jahren akquiriert.
Die Epidermis wurde mit einer definierten Dosis bestrahlt, anschliel3end erfolgte die Markierung
der Histonvariante H2A.J und proliferations-assoziiertem Ki67 mittels fluoreszenz-gekoppelten
Antikérpern und die Visualisierung der H2A.J- und/oder Ki67-positiver Zellen mit Hilfe eines

Fluoreszenzmikroskopes.

Ergebnisse: Die quantitative Analyse der H2A.J- und Ki67-positiven Zellen ergab keinen
signifikanten Unterschied im Vergleich zur Kontrollgruppe. Es konnte jedoch ein
bestrahlungsunabhangiger Anstieg an H2A.J-positiven Zellen, ausgehend vom Stratum

germativum hin zum Stratum granulosum, nachgewiesen werden.

Schlussfolgerung: Es konnten kein Zusammenhang zwischen der applizierten Dosis und einer

veranderten H2A.J-Expression in seneszenten Zellen der praputialen Epidermis von
padiatrischen Probanden festgestellt werden. Die bestrahlungsunabhéngige schichtspezifische
Verteilung H2A.J-positiver Zellen kénnte ein Hinweis auf einen mdglichen Zusammenhang

zwischen H2A.J und der Differenzierung von Keratinozyten sein.
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Summary

Background: Cellular senescence describes the terminal proliferation arrest of still metabolically
active cells, which can be triggered by a variety of stimuli. Senescence plays an ambivalent role,
as it is involved in embryonic development, wound healing and tumor suppression on the one
hand and accompanies relevant processes in the physiological aging process on the other hand.
A possible trigger of premature senescence is ionizing radiation, whose DNA-damaging effect is
used in radiotherapy for tumor control. Previous publications have investigated whether exposure
of murine and human epidermis to ionizing radiation results in altered expression of the histone
variant H2A.J and whether this can be associated with age-related senescence. Furthermore, ex-
vivo studies showed a correlation between H2A.J expression and radiation-induced senescence
in the human abdominal epidermis of adult volunteers. In this work, based on the previously
published results, we investigated whether a correlation between altered expression of the histone
variant H2A.J and cellular senescence after exposure to ionizing radiation is also detectable in

infantile preputial epidermis.

Material and Methods: Nineteen skin samples from male patients without relevant underlying

diseases aged 1 - 10 years were acquired during elective circumcisions. The epidermis was
irradiated with a defined dose, followed by labeling of histone variant H2A.J and proliferation-
associated Ki67 using fluorescence-coupled antibodies and visualization of H2A.J- and/or Ki67-

positive cells using a fluorescence microscope.

Results: Quantitative analysis of H2A.J- and Ki67-positive cells revealed no significant difference
compared with the control group. However, an irradiation-independent increase of H2A.J-positive

cells, starting from the stratum germativum to the stratum granulosum, could be detected.

Conclusion: No correlation between the applied dose and altered H2A.J expression in senescent
cells of the preputial epidermis of pediatric subjects could be detected. The irradiation-
independent layer-specific distribution of H2A.J-positive cells may indicate a possible link

between H2A.J and keratinocyte differentiation.
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3 Einleitung
3.1 Strahlenbiologie

Die Strahlenbiologie befasst sich mit der Induktion und Reparatur strahleninduzierter Schaden
und den daraus resultierenden biologischen und biochemischen Auswirkungen auf lebende
Zellen und Gewebe. Die Korrelation zwischen applizierter Bestrahlungsdosis und zellularer
Auswirkung, sowie das Erforschen und Verstehen der DNA-Reparaturprozesse stellen
bedeutende Beitrage der radiobiologischen Grundlagenforschung dar [98]. Ihr Verstandnis ist
fundamental fur die klinische Anwendung und Optimierung strahlenbasierter Therapieansatze der

Radiotherapie [45], die fester Bestandteil moderner multimodaler Behandlungskonzepte ist.

3.1.1 lonisierende Strahlung

Als ionisierende Strahlung (engl.: ionizing radiation, IR) wird Teilchen- (a-, g-Strahlung) und
elektromagnetische Strahlung (Réntgen-, y-Strahlung) bezeichnet, die ausreichend energiereich
ist, um Elektronen aus Atomen zu losen. Die hierbei entstehenden Sekundarelektronen
verursachen durch weitere Energielbertragung biologische Schéden und induzieren
Veranderungen an (intra-) zellularen Bestandteilen. lonisierende Strahlung erzeugt somit durch
das Herausltsen oder Aufnehmen von einem oder mehreren Elektronen (= Sekundarelektronen)
aus einem urspringlich neutralen Atom oder Molekdl ein positiv oder negativ geladenes lon.
Dieser Vorgang wird als lonisation bezeichnet und ist bei y- und Rd&ntgenstrahlung mit
ausreichend hoher Energie durch Photo-, Compton- und Paarbildungs-Effekte bedingt [43,98].
Die absorbierte Energie bezogen auf die Masse biologischen Gewebes wird als Energiedosis (D
= J/kg) bezeichnet und in der Einheit Gray [Gy] angegeben. Die Wirkung von ionisierender
Strahlung auf Gewebe und Zellen wird durch die relative biologische Wirksamkeit (RBW)
beschrieben. Die RBW wird durch die Art der Strahlung, die Dosisleistung (Dosis pro Zeit), die
ortliche Dosisverteilung (Grol3e des Strahlenfeldes) und den linearen Energietransfer (LET,;
lonisationsdichte) beeinflusst. Die Aquivalentdosis (H = J/kg) ist ein MaR fir die biologische
Wirkung einer Exposition hinsichtlich stochastischer Strahlenrisiken unter Berticksichtigung der
Strahlenart. Die Berechnung der Aquivalentdosis und Wichtung der Strahlenart anhand ihrer
biologischen Wirksamkeit erfolgt durch Multiplikation der Energiedosis [Gy] mit einem
dimensionslosen Faktor. Die Aquivalentdosis wird in der Einheit Sievert [Sv] angegeben. Die
Exposition gegenlber stochastischer Strahlenrisiken auf den menschlichen Kérper wird durch die

effektive Strahlendosis (E = J/kg) beschrieben. Die effektive Dosis berticksichtigt die variierende
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Zusammensetzung einzelner Gewebe und deren unterschiedliche Strahlungsempfindlichkeiten.
Die Berechnung erfolgt durch die Multiplikation der jeweiligen Organ-Aquivalent-Dosis mit dem
dimensionslosen Gewebe-Wichtungsfaktor. Der Gewebe-Wichtungsfaktor gibt die jeweilige
Empfindlichkeit verschiedener Gewebe gegenlber der stochastischen Strahlenwirkung an.
AnschlieRend addiert man die einzelnen gewichteten Organ-Aquivalent-Dosen und erhalt die
effektive Dosis die in der Einheit Sievert [Sv] angegeben wird. [2,30,43].

3.1.2 Induktion von Strahlenschaden durch den direkten und

indirekten Strahleneffekt

Trifft ionisierende Strahlung auf biologische Materie hat dies Energielibertragungsprozesse zur
Folge, die in direkte und indirekte Strahleneffekte unterteilt werden. Als exponiertes Ziel solcher
Effekte qilt der Zellkern mit darin enthaltender DNA (Desoxyribonukleinsaure, engl.
deoxyribonucleic acid), aber auch andere Makromolekile der Zelle wie Proteine, Lipide und
Polysaccharide konnen verandert werden (siehe Abbildung 1). Bei der direkten Strahlenwirkung
erfolgt die Schadigung von Molekiilen direkt durch die freigesetzten Elektronen. Dies ereignet
sich haufig bei Teilchenstrahlung mit hohem linearen Energietransfer (LET) wie z.B. a-Strahlung.
Der LET beschreibt die Anzahl an lonisationen (lbertragene Energie) pro zurickgelegter
Wegstrecke [keV/um]. Bei locker ionisierender Strahlung mit niedrigem LET kollidieren
Sekundarelektronen tberwiegend mit Wassermolekilen. Die Energietubertragung fuhrt zur
Radiolyse des intrazellularen Wassers, wodurch lonen, Radikale und Peroxide entstehen, die
wiederum durch strahlenchemische Reaktionen DNA-Schéden induzieren [30,43,98]. Die in
dieser Arbeit verwendete Photonenstrahlung wird der locker ionisierenden Strahlung mit
niedrigem LET zugeordnet, weshalb molekulare Schaden Uberwiegend durch den indirekten

Strahleneffekt induziert werden.
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Abbildung 1: Veranschaulichung des direkten und indirekten Strahleneffekts. Das Photon Ubertragt seine
Energie auf das Elektron und lost dieses aus seiner Schale. Trifft das Elektron auf Wassermolekiile in
ortlicher Nahe der DNA (oben), kommt es durch Radiolyse zur Entstehung von freien Radikalen und
Peroxiden, die mit DNA-Molekilen interagieren kénnen. Da das Elektron nicht direkt mit DNA interferiert,
wird dieser Vorgang als indirekter Strahleneffekt bezeichnet. Trifft das Elektron direkt auf die DNA (unten)
kommt es durch Energielibertragungsprozesse zum direkten Strahleneffekt. (modifiziert nach Hall EJ,
Giaccia AJ, Radiobiology for the Radiologist, 2016)

3.1.3 Zellulare Strahlenschaden

Durch den direkten und indirekten Strahleneffekt werden, in Abh&ngigkeit von der Dosis, eine
Vielzahl unterschiedlicher DNA-Schaden induziert. Hierbei stellen Basenschaden und L&sionen
am Zucker-Phosphat-Ruckgrat die haufigste Schadensform dar, gefolgt von Einzelstrangbriiche
(SSBs). Doppelstrangbriiche (DSBs) und DNA-DNA-Crosslinks sind hingegen seltener im
biomolekularen Schadenmuster vorzufinden. Wahrend Basenschaden und SSBs in der Regel
effizient repariert werden und so kaum Relevanz in Bezug auf das Uberleben der einzelnen Zelle
zu haben scheinen, schwéchen insbesondere fehlerhaft reparierte oder irreparable DSBs in
hohem Malf3e die strukturelle Integritat der Chromosomen und kdnnen neben dem Zelltod auch

Mutationen und Chromosomenaberrationen bedingen [30,43,95,96,98].
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3.1.4 Signaltransduktionskaskade der DNA-Schadensantwort

Die fehlerfreie Weitergabe von Erbinformationen an die Folgegeneration ist essenziell fir den
Fortbestand einer Spezies. Damit eine fehlerfreie Transmission gewahrleistet werden kann,
mussen DNA-L&sionen identifiziert und Schadensantworten initiiert werden [7,38]. Um die DNA-
Schadensantwort auszulésen ist ein initierendes Signal erforderlich. Diese Schadensignale
konnen, neben der DNA-L&sion selbst, Chromatinveranderungen sein, die aufgrund der DNA-
Lasion entstehen. Das priméare Signal wird von Sensorproteinen detektiert, durch Transduktoren
verstéarkt und fuhrt anschlie3end Giber Phosphorylierungen zur Aktivierung von Effektoren. Zu den
Sensorproteinen zahlen neben dem MRN-Komplex, bestehend aus MRE11l (Meiotic
recombination protein 11), NBS1 (Nijmegen breakage syndrome 1) und Rad50 (Teil der structural
maintenance of chromosome protein family), der Rad17-RFC-Komplex (Replication factor C)
sowie der Rad9-Rad1-Hus1-Komplex [48,67,68]. Serin-/Proteinkinasen der Phosphatidyl-inostiol-
3 Kinase-ahnlichen Kinasen (PIKKs) wie ATM (Ataxia telangiectasia mutated protein), ATR (ATM
and Rad3-related protein) und DNA-PK (DNA dependent protein kinase) [84] gehdren zu den
Transduktoren, die Uber Phosphorylierungen die zu den Effektoren zahlenden

Zellzyklusinhibitoren und DNA-Reparaturproteine aktivieren.

3.1.5 DSB-Reparaturwege

Die Reparatur von DSBs erfolgt in eukaryotischen Zellen Uber zwei Reparaturwege, die sich
sowohl im Ablauf als auch im Zeitpunkt der Zellzyklusphase unterscheiden: die Homologe
Rekombination (HR) und die Nicht-homologe-End-zu-End-Verknipfung (engl.: non-homologous
end joining, NHEJ).

3.1.6 Homologe Rekombination

HR ist eine fehlerfreie Reparatur, bei der der defekte DNA-Strang ein homologes Schwester-
Chromatid als Kopiervorlage bendétigt, um die fehlende Basensequenz zu rekonstruieren.
Deshalb kann die Reparatur durch HR ausschlieR3lich wahrend der spéten S- und G2-Phase des
Zellzyklus erfolgen, da vorab die DNA dupliziert wurde. Beim Auftreten eines DSB wird dieser
durch den MRN-Komplex erkannt. Das darin enthaltene MRE11-Protein und weitere
Endonukleasen prozessieren die doppelstrangigen DNA-Enden und schaffen einen kurzen

einzelstrangigen 3‘-Uberhang, der durch die Anlagerung des Rekombinationsproteins A (RPA)
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stabilisiert und geschutzt wird. Es gibt Hinweise darauf, dass ATM durch Phosphorylierung an der
Rekrutierung des Brustkrebstumor-Suppressor-protein 1 (engl.: Breast cancer tumor suppressor
protein; BRCAL) beteiligt ist, welches sich anschlieRend an der Bindungsstelle des MRN-
Komplexes anlagert. Uber BRCA1 wird BRCA2 aktiviert, welches wiederum RAD51 und RAD52
rekrutiert, die die Bildung eines Nukleoproteinfilaments auf dem Einzelstrang katalysieren
[30,85,89]. RPA wird durch die Rekombinase RAD51 ersetzt und ist zusammen mit RAD52
(verhindert Abbau durch Exonuklease) und RAD54 (Helikase) an der Stranginvasion mit dem
komplementaren Strang im unbeschadigten Chromosom beteiligt [8]. Die beiden invasiven Enden
dienen als Primer fur die DNA-Synthese und bilden x-férmige Strukturen (Holiday junctions).
AnschlieRend wird der fehlende DNA-Abschnitt durch DNA-Polymerase 6 [56] erganzt und durch
DNA-Ligase | die Kontinuitat wieder hergestellt [30,34]. Mutationen von an HR beteiligten
Proteinen kdnnen zu Genomintegritatsverlust fuhren. Konsekutiv kénnen diese Mutationen
Karzinogenese initiieren und sogar zu embryonaler Letalitat bei Saugetieren [80] fiihren, was die

Relevanz dieser Proteine im Kontext der DSB-Reparatur unterstreicht [81].

Abbildung 2: Homologe Rekombination: a) Induktion der DNA-L&sion, b) Erkennung der DNA-L&sion und
Prozessierung durch MRN-Komplex, c¢) 5'-3‘-Resektion, d) Anlagerung der homologen
Rekombinationskomponenten, e) Stranginvasion des homologen Chromatids, f) Strangligation (modifiziert
nach Hall EJ & Giaccia AJ, Radiobiology for the Radiologist, 2016)
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3.1.7 Nicht-homologe End-zu-End-Verkntpfung
Die DSB-Reparatur mittels NHEJ erfolgt im Gegensatz zur HR nicht fehlerfrei, bendtigt keine

Kopiervorlage und kann dadurch grundsatzlich in jeder Zellzyklus-Phase stattfinden, vorwiegend
jedoch in GO und G1 [12]. Der vorherrschende DSB-Reparaturweg nach Bestrahlung mit
ionisierender Strahlung in Saugetierzellen stellt das NHEJ dar, weil sich die Zellen im
strahleninduzierten Zellzyklusarrest befinden [13,53]. Unmittelbar nach dem Auftreten eines
DSBs bindet die regulatorische Untereinheit der DNA-abhangigen Protein-Kinase (DNA-PK) und
der Ku70/Ku80-Heterodimer-Komplex die freien Bruchenden und stabilisiert diese. Anschlie3end
wird die katalytische Untereinheit der DNA-PK (engl.: DNA protein kinase catalytic subunit, DNA-
PKcs) rekrutiert und lagert sich mit dem Ku70/Ku80-Heterodimer-Komplex zusammen [38,39].
Durch diese Zusammenlagerung werden die freien DNA-Enden in rAumlicher Nahe zueinander
stabilisiert und zusétzlich vor Abbau durch Nukleasen und falscher Verkniipfung durch Ligasen
geschitzt [12,100]. Damit die DNA-Enden wieder ligiert werden kénnen, missen sie zunéchst
freigelegt werden. Dies geschieht neben der Autophosphorylierung der an den DNA-Enden
gebundenen DNA-PK-Komplexe, auch Gber Phosphorylierung von ATM. Bevor die DNA-Termini
ligiert werden, erfolgt mit Hilfe der DNA-Polymerase p oder A eine Ergdnzung der Bruchenden.
Durch  Konformationsanderung des DNA-PK-Komplex lagert sich  Artemis-Protein
(Endonuklease) und der XRCC4/DNA-Ligase IV-Komplex (XRCC4: X-ray repair Ccross-
complementing protein 4) an und wird aktiviert. Hierbei werden durch 3'-Phosphatase-Aktivitat
nicht passende DNA-Enden entfernt und durch die DNA-Ligase die prozessierten Bruchenden
verknupft [30,53]. Der XRCC4-like-Faktor (XLF, auch Cernunnos oder Non-homologous end-
joining factor 1 genannt) stimuliert die Aktivitat der DNA-Ligase und beschleunigt diese [75]. Beim
NHEJ handelt es sich im Gegensatz zur HR nicht um eine fehlerfreie Reparatur, weshalb Mikro-
Deletionen mit potenziellem Verlust genetischer Informationen auftreten kdnnen. Da ein Grol3teil
des humanen Genoms aus nicht-codierenden DNA-Sequenzen besteht, haben Mikro-Deletionen
in Bezug auf das Uberleben der betroffenen Zellen selten eine Relevanz [50]. Befindet sich
hingegen ein nicht oder falsch reparierter DSB innerhalb eines Gens kann diese Mutation
Auswirkungen auf den Stoffwechsel und das Zelliberleben haben oder zelluldre Seneszenz

triggern.
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Abbildung 3: Nicht-homologe End-zu-End-Verknipfung: a) Anlagerung des Ku-Komplexes, b) Rekrutierung
der PKcs, c¢) Prozessierung der DNA-Enden durch Endonuklease Artemis, d) Strangsynthese durch DNA-
Polymerase, e) Strangligation (modifiziert nach Hall EJ & Giaccia AJ, Radiobiology for the Radiologist,
2016)

3.2 Seneszenz und ihre Formen

Zellulare Seneszenz beschreibt den terminalen Proliferationstopp der Zellen, der durch eine
Vielzahl von Stimuli initialisiert werden kann. Vor mehr als 50 Jahren wurde zum ersten Mal
postuliert, dass kultivierte humane Fibroblasten nur begrenzt den Zellzyklus durchlaufen und
anschlieRend in zellulare Seneszenz (bergehen. Diese Beobachtung wurde nach dem
Erstbeschreiber als ,Hayflick-Limit* bezeichnet, der als eine Ursache der Seneszenz den
physiologischen Alterungsprozess benannte. In der Seneszenz werden Zellen im Zellzyklus
arretiert, bleiben jedoch metabolisch aktiv und kdnnen so Uber einen langeren Zeitraum
Uberleben. Es wird vermutet, dass dieser Mechanismus der Unterbindung der Weitergabe von
geschéadigten Erbinformationen dient, um die Transformation einer physiologischen Zelle in eine
entartete Krebszelle zu verhindern. Neben der Tumorsuppression scheint Seneszenz auch eine
Relevanz in der embryonalen Entwicklung und der Wundheilung zu besitzen [24]. Die

gegensatzliche Funktionen der Seneszenz sollten dabei nicht isoliert, sondern im Kontext der
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jeweiligen biologischen Ablaufe, als antagonistisch-pleiotrope Vorgange betrachtet werden [29].
Es gilt seneszente von ruhenden Zellen (GO-Phase) zu unterscheiden, die im Gegensatz zu
seneszenten Zellen, unter gewissen Voraussetzungen wieder in den regularen Zellzyklus
zuriickkehren konnen. Die von Hayflick et al. beschriebene replikative Seneszenz stellt nur eine
Form der zellularen Seneszenz dar, bei der die kritische Telomerverkirzung urséchlich fir den
irreversiblen Proliferationsstopp ist. Telomere sind endstandige repetitive DNA-Sequenzen (5'-
TTAGGG-3'-Repeats) und damit assoziierte Proteine eukaryotischer Zellen, die den Enden der
Chromosomen aufsitzen und diese vor vorzeitigem Abbau schitzen [9]. Im Rahmen der DNA-
Replikation  werden  Telomere progressiv  verkirzt.  Ursdchlich dafir ist die
Endreplikationsproblematik, die die Unféahigkeit der DNA-Polymerase beschreibt, die letzte RNA-
Primer-Position auf dem Folgestrang nach dem Herauslésen der RNA mit DNA aufzufillen. Diese
RNA-Primer werden von der DNA-Polymerase als Startpunkt der Replikation benétigt.
Stammzellen kénnen dieses Problem mit Hilfe einer reversen Transkriptase, der Telomerase,
I6sen. Aufgrund der fehlenden Telomerase-Aktivitat in den meisten humanen Zellen, fuhrt jede
Zellteilung unweigerlich zu einem Verlust von etwa 50 - 200 Nukleotiden. Erreicht die Zelle nach
etwa 30 - 50 Zellteilungen das Hayflick-Limit, wird die kritische Verkirzung der Telomere und das
Fehlen von Telomer-maskierenden Proteinen (engl.: telomere capping) von zellularen Sensoren
wie ein DNA-Schaden detektiert und die entsprechende DNA-Schadensantwort initiiert [31,60].
Neben der replikativen Seneszenz stellt die pramature Seneszenz eine weitere wichtige Form der
zellularen Seneszenz dar. Bei dieser Form ist die Akkumulation von DNA-Schéaden die treibende
Kraft, die durch eine Vielzahl méglicher Stimuli ausgeldst werden kann. Urséchlich kdnnen
beispielhaft Onkogene, der Verlust von Tumorsuppressorgenen, oxidativer Stress oder
ionisierende Strahlung sein. Wie bei allen DNA-Schéden wird die DDR initiiert und der Schaden
abhangig vom Ausmal, wie oben beschrieben, repariert. Ubersteigt der gesetzte Schaden die
Kapazitaten der Reparaturmechanismen, kann zellulare Seneszenz initiiert werden. Unabhangig
vom jeweiligen Ausldser folgen auf DNA-Schaden in Form von DSBs die Phosphorylierung und
Aktivierung des Transkriptionsfaktors 53 (p53). Durch p53 werden Cyklin-abhangige Kinase
Inhibitoren (engl.: Cyclin-dependent kinase inhibitor; CDKI) wie p15, pl6, p21 und p27
transkribiert, die dann lber die Bindung an CDK-Cyclin-Komplexen (Komplex aus Cyclin und
Cyclin-abhangigen Kinasen) zur Arretierung des Zellzyklus und so zum Proliferationsstopp fiihren
[83].

Neben dem Proliferationsstopp zeichnen sich seneszente Zellen durch globale epigenetische
Veranderungen aus, die ihren Phanotyp und ihre Funktion beeinflussen. Zu den phanotypischen

Modulationen gehéren vergrofRerte und abgeflachte Zellmorphologie. Funktionell finden sich
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Chromatinumlagerungen, DNA-Segmenten mit seneszenzverstarkenden
Chromatinveranderungen, die Bildung des Seneszenz-assoziierten sekretorischen Ph&notyp
(SASP), sowie eine gesteigerte lysosomale Aktivitdt. Abh&ngig vom seneszenzauslésenden
Initiator und dem Zelltyp ist die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen,
die sich als SASP zusammenfassen lassen, ein gemeinsames Merkmal seneszenter Zellen [91].
Der SASP dient der Vermittlung hochkomplexer Interaktionen zwischen seneszenten Zellen
untereinander und ihrer Umgebung. Durch diese Interaktionen, konnen verstarkte
Immunreaktionen hervorrufen werden, die die Gewebehomdostase beeinflussen und so zur
Beeintrachtigung der Organfunktion flhren [23,49].

Aufgrund des demographischen Wandels, dem steigenden Anteil alterer Menschen in der
Bevolkerung und den damit verbundenen steigenden Inzidenzen altersbedingter Erkrankungen,
ist die Erforschung und das Verstandnis von Seneszenz in diesem Kontext von relevantem
klinischem Interesse. Es konnte gezeigt werden, dass seneszente Zellen neben ihren positiven
Eigenschaften wie der Tumorsuppression, der embryonalen Entwicklung und der Wundheilung,
auch eine betrachtliche Signifikanz in der Entstehung von altersbedingten Erkrankungen wie
Atherosklerose, Alzheimer, Osteoporose sowie pramalignen Lasionen in Lunge, Pankreas,
Prostata und lymphatischem Gewebe zukommt [10,14,16,17,19,61]. Darlber hinaus kann es
nach radiotherapeutischer Bestrahlung als maogliche Nebenwirkung zur Akkumulation
seneszenter Zellen in der Haut kommen, die sich durch Hautfibrose und Ulzerationen &uf3ert [94].
Damit konnte die Entwicklung und Etablierung von senolytischen Therapien, neben der
Behandlung von altersbedingten Erkrankungen, eine Erweiterung des onkologischen
Therapiespektrums bedeuten.

Zur Detektion seneszenter Zellen bediente man sich bislang etablierten Biomarkern, wie der
seneszenz-assoziierten-B-Galactosidase (SA-B-Gal), der Expression der cyclin-abhangigen
Kinase (CDK)-Inhibitors p16™¥4¢ oder dem inversen Verhaltnis von zellzyklus-assoziiertem Ki67-
Antikdrpern zu seneszenten Zellen. Weder die einzelnen Marker noch ihre Kombination konnten
seneszente Zellen zufriedenstellend in den verschiedenen Stadien und Geweben nachweisen.
Mit der kirzlich beschriebenen Histonvariante H2A.J steht erstmals ein potentieller molekularer

Marker der zellularen Seneszenz zur Verfigung [20].
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3.3 Aufbau der Erbinformation

3.3.1 Chromatin, Chromosomen, Histone und Histonvarianten

Bereits 1874 wurden von Friedrich Miescher ,basische Proteine“ beschrieben, denen Albrecht
Knossel spater den Namen Histone gab. Er bereitete damit das Fundament fir
Forschungsarbeiten, die maf3geblich zum heutigen Verstandnis auf dem Gebiet der Histone und
ihren komplexen Funktionen beitrugen [70].

Die Erbinformation von Eukaryonten wird in Form der DNA mit etwa 3,2 Milliarden Basenpaare
(engl. basepairs, bp) innerhalb des Zellkerns gespeichert. Aneinander gereiht ergabe sich ein
DNA-Strang von ca. 2 m Lange. In Anbetracht der Menge an DNA und dem begrenzt zur
Verfiigung stehenden Raum im Zellkern (Durchmesser je nach Zelltyp 5 bis 16 um), bedarf es
einem hohen Grad an Kondensation. Diese Kondensation wird u.a. durch die Assoziation der
DNA mit Histonen und der Bildung von Nukleosomen erreicht [34].

Bereits durch Anordnung der DNA in B-Form (rechtsgéangige antiparallele Doppelhelix) wird ein
gewisser Grad an Kondensation erreicht, der durch zusatzliche Superspiralisierung (Supercoil
DNA) erhoht wird [34,63]. Die nachste Stufe der Verdichtung wird durch die Bindung der DNA an
Histone erreicht (siehe Abbildung 4 - 5). Bei Histonen handelt es sich um eine heterogene Gruppe
teilweise hochkonservierter basenreicher Proteine, von denen anfanglich angenommen wurde,
sie seien selbst Teil des genetischen Materials. Heute ist bekannt, dass die Histone nicht nur als
reines ,Verpackungsmaterial der DNA* dienen, sondern hoch komplexe Funktionen im Bereich
der Genregulation erflillen [44,70]. Die Unterteilung der Histone erfolgt in 5 Hauptgruppen
bestehend aus: H1, H2A, H2B, H3, H4. Durch Heterodimerisierung erfolgt zwischen einem H3-
H4-Tetramer (bestehend aus zwei H3-H4-Dimeren), flankiert von jeweils zwei H2A-H2B-Dimeren
die Bildung eines Histonoctamers (Core particle) [4,52]. Aufféllig ist hier die hohe strukturelle
Ahnlichkeit der Histone H2A, H2B, H3 und H4. Sie weisen an ihren C-terminalen Enden jeweils
a-helikale Strukturen auf (gebildet durch etwa 70 Aminoséauren), von denen jeweils 3 eine
Doméne (Histon fold) bilden und mit dem Phopsphodiester-Riickgrat der DNA interagieren
kénnen. N-terminal bilden etwa 20 - 40 Aminosauren die sog. ,Schwanz“-Doméanen (Histon tails),
die aus dem Histonoktamer herausragen und u.a. eine wichtige Rolle bei der Anderung der
Nukleosomenstruktur im Rahmen von Replikation und Transkription spielen. Sie sind zugénglich
fur eine Reihe posttranslationalen Modifikationen wie z.B.: Acetylierung, Methylierung,
Ubiquitinierung, Phosphorylierung, Sumoylierung und ADP-Ribosylierung, die die Eigenschaften

von Histonen verandern konnen [34,36]. Je nach Art und Ort der Modifikationen kann die
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Zuganglichkeit von bestimmten DNA-Abschnitten fir z.B. Chromatin-modifizierende Interaktoren

erleichtert oder erschwert und so die Transkription reguliert werden [90].

Abbildung 4; Histon-Oktamer mit ,Schwanz-Doméanen“ dargestellt als gestrichelte Linien, ,Lollipops*
reprasentieren moégliche Acetylierungs-Lokalisationen (nach Luger, Mader, R.K. Richmond, Sargent, T. J.
Richmond, Crystal structure of the nucleosomecore particle at 2.8 A resolution, 1997)

Die DNA wickelt sich mit etwa 1,65 — 1,8 Windungen auf einer La4nge von 146 Basenpaaren in
Form einer flachen linksgangigen Superhelix um das Histonoctamer und bildet hierdurch ein
Nukleosom [44]. Zwischen den einzelnen Nukleosomen befindet sich Linker-DNA, die mit dem
Histon H1 assoziiert ist. Das Histon H1 nimmt nicht direkt an der Bildung des Oktamers teil,
stabilisiert aber den Verbund aus Nukleosom und DNA. So ergibt sich eine perlenschnurartige
Aufreihung der Nukleosomen (Perlenschnur-Struktur, engl.: beads-on-string), die sich unter
physiologischen Bedingungen zu einer metastabilen 30-nm-Faser zusammenlagert. Hierdurch

entstehen Wechselwirkungen zwischen den positiv geladenen Schwanzdoméanen und negativ
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geladenen Abschnitten der H2A-H2B-Dimeren. Die 30-nm-Fasern lagern sich zu etwa 20.000 bp
langen Chromatinschleifen zusammen, die durch H1-Histone und nicht Histon-Proteine (Typ-II-

Topoisomerasen, SMC-Proteine) stabilisiert werden. Durch weitere Kondensierung werden
wahrend der Zellteilung Metaphase Chromosomen gebildet [34,44,52].

DNA- kondensiertes
Doppelhelix Nucleosomen 30nm-Faser Chromatinschleifen Chromatin Chromasam
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Abbildung 5: Von links nach rechts aufsteigende Kondensationsstufen der DNA (nach Loffler/Petrides
Biochemie und Pathobiochemie, 9. Auflage, 2014)

Neben den oben bereits beschriebenen kanonischen Histonen existieren nicht-allelische
Histonvarianten, die sich teilweise in der Primarsequenz auf Nukleotidebene und im

Expressionszeitpunkt signifikant von den 5 Hauptsubtypen unterscheiden. Wé&hrend kanonische
Histone innerhalb der S-Phase des Zellzyklus exprimiert werden, werden die Histonvarianten
unabhangig von der DNA-Replikation gebildet. Zudem enthalten die Gene der Histonvarianten im
Gegensatz zu den kanonischen Histonen Introns und ihre transkribierte mRNA ist teilweise
polyadenyliert. In einigen differenzierten Zellen werden kanonische Histone sogar zeitweise von

den Histonvarianten als vorherrschende Histone abgeldst, was ihre Relevanz bei dynamischen
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Prozessen des Chromatins unterstreicht. Neben den groRBen Unterschieden kann die
Aminosauresequenz zwischen kanonischen Histonen und ihren Varianten nahezu identisch sein,
in anderen Fallen wiederum stark variieren [40,65].

Von den globuldren Histon-Varianten zeigt H2A mit 8 nicht-kanonischen Subtypen die grof3te
Varianz. Zu den bisher bekannten zahlen: H2A.X, H2A.Z, macro-H2A, short-H2A, H2A.W,
H2A.M, H2A.1 und H2A.J [58]. Die Varianten unterscheiden sich untereinander einerseits in ihrer
Lokalisation innerhalb des Genoms, andererseits in ihrer Aminosauresequenz und Lange der C-
terminalen Domanen. Auch ihre Funktionen sind sehr heterogen. H2A.Z z.B. dient neben der
Stabilisierung der genomischen Integritat u.a. der Aktvierung und Repression der Transkription

[71]. H2A.X dagegen ist mit der Reparatur von DSB assoziiert [78].

N H2A

Abbildung 6: Kanonisches Kernhiston H2A (nach Loffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie, 9.
Auflage, 2014)

3.3.2 H2A.J

Im Fokus dieser Arbeit steht die saugetierspezifische Histonvariante H2A.J die vom H2AFJ-Gen
(Chromosom 12) codiert wird. Sie unterscheidet sich von Hauptsubtyp Histon H2A (H2A-Typ 1
B/E) durch den Austausch von 7 Aminosauren und einer Deletion innerhalb der C-terminalen
Domane [86]. Neben einer N-terminalen Alanin-11-Valin-Substitution, findet man in der N&he des
C-Terminus ein SQK-Motiv, das am Serin-123 phosphoryliert werden kann. Funktionell spielt der
C-Terminus eine wichtige Rolle in der Forderung von inflammatorischen Prozessen innerhalb
seneszenter Zellen [20]. Der C-Terminus von H2A.J interagiert deutlich weniger mit H1, als der
des kanonischen H2A. Die geringere Affinitdt kann zu geringerer Chromatin-Assoziierung von

Histon H1 fuhren. Eine Abnahme der Assoziation von H1 und dem Chromatin kann wiederum
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Uber die verminderte Inhibierung zur einer transkriptionellen Aktivierung von Interferon-
stimulierenden-Genen und proinflammatorischen Genen fuhren [54].

Arbeiten der Arbeitsgruppe Contrepois zeigen, dass die H2A.J-Histonvariante auch in
proliferierenden humanen Fibroblasten in geringen Mengen vorhanden ist, sich jedoch im
Chromatin von Fibroblasten in Seneszenz mit anhaltenden DNA-Schaden Uber einen Zeitraum
akkumuliert. Der Zustand der Seneszenz ist mit einer tiefgreifenden Reorganisation des
Chromatins und der Hochregulierung von Genen proinflammatorischer Zytokine, Chemaokine,
Metallo-Proteasen und Wachstumsfaktoren (SASP) und der Unterdriickung
proliferationsférdernder Gene assoziiert [20].

In Publikationen der Arbeitsgruppe C.E. Ribe wurde beschrieben, dass sich H2A.J
altersabhangig in humaner Epidermis anreichert. Dabei konnte eine positive Korrelation zwischen
der Anzahl H2A.J-positiver Keratinozyten und dem Alter der Probanden nachgewiesen werden.
Daneben fiel eine schichtspezifische Verteilung H2A.J-positiver Zellen innerhalb der Epidermis
auf, die vom Stratum germinativum hin zum Stratum granulosum zunimmt und damit
weitestgehend dem physiologischem Differenzierungsprozess epidermaler Keratinozyten
entspricht, die auf diesem Weg progredient an Proliferationspotential einbtif3en [79].

Weitere Versuche der Arbeitsgruppe beleuchteten den Zusammenhang von IR-induzierten DNA-
Doppelstrangbriichen, der daraus resultierenden DNA-Schadensreaktion (DDR) und der
konsekutiven Induktion pramaturer Seneszenz. Die fulminante Chromatinumstrukturierung mit
Bildung von seneszenzassoziierten Heterochromatinfoci (SAHF) scheint dabei einen
wesentlichen epigenetischen Kontrollmechanismus des seneszenzassoziierten sekretorischen
Phanotyps darzustellen. Im Verlauf der Seneszenzprogression kommt es dabei zur Ansiedlung
von H2A.J in ,DNA-Segmenten mit Chromatinveranderungen, die die Seneszenz verstarken®
(engl.: ,DNA segments with chromatin alterations reinforcing senescence”, DNA-SCARS) [37,77].
Dabei zeigt sich, dass die H2A.J-Expression sowohl auf der transkriptionellen als auch auf der
posttranskriptionellen Ebene reguliert werden kann. Zusammenfassend weisen die Ergebnisse
darauf hin, dass H2A.J moglicherweise als Seneszenz-Marker und / oder Differenzierungsmarker
in verschiedenen Geweben fungieren konnte. Ob dieser Zusammenhang auch durch IR-
induzierte pramature Seneszenz in infantiler praputialer Epidermis gilt, soll im Rahmen dieser

Arbeit untersucht werden.
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90°

Abbildung 7: Nukleosom, H2A.J-Molekdl ist lila gefarbt (nach Tanaka et al., Biochemical and structural
analyses of the nucleosome containing human histone H2A.J, The Journal of Biochemistry, 2020)

3.3.3 Proliferationsmarker Ki67

Um die weiter oben beschriebenen biochemischen Auswirkungen ionisierender Strahlung auf
vitales Gewebe mit etwaigem konsekutivem Zellzyklusarrest und Proliferationstopp zu
detektieren, bedarf es einem Marker, der ausschlief3lich in proliferierenden Zellen nachweisbar
ist. Ki67 richtet sich gegen ein Epitop des nukledren Ki67-Proteins (Ki67p) [33], das nur in
Zellkernen proliferierender Zellen vorkommt. Ki67p wird lediglich in  proliferationsaktiven
Zellzyklusphasen (G1-, S- und G2-Phase und Mitose) exprimiert, wohingegen es bei post-
mitotischen, ruhenden Zellen oder seneszenten nicht mehr nachweisbar ist [27,51]. Allerdings
ist die Funktion von Ki67p noch nicht vollstéandig verstanden. Ungeachtet dessen hat sich mit Ki67
ein unverzichtbarer Proliferationsmarker fir histopathologische Fragestellungen etabliert, der
neben vielen anderen Geweben auch fir Proliferationsmarkierung in humaner Epidermis genutzt
werden kann [27,32].

21



Einleitung

3.4 Aufbau der Haut

Die humane Haut ist ein vielfaltiges Organ, welches neben Bindegewebe und verhornenden
Zellen [59] auch zahlreiche Immunzellen und Nerven enthalt [3]. Ebenso vielfaltig sind ihre
Aufgaben, zu denen unter anderem der Schutz der darunterliegenden Gewebe vor duleren
Einflissen und die Transduktion der Qualitat und Intensitét aul3erer Reize zahlt, wie z.B. Druck
und Temperatur.

Die menschliche Haut besteht aus 3 Schichten: Epidermis, Dermis und Subkutis. Die jeweilige
Auspragung in Dicke, Elastizitat, Farbe und oberflachlicher Struktur kann je nach Lokalisation,
Geschlecht und funktionellem Anspruch variieren [3].

Abbildung 8: Schichten der Epidermis; a) humane Wangenhaut, b) Vereinfachtes Schema, (B) Stratum
basale, (S) Str. spinosum, (G) Str. granulosum, (C) Str. corneum, (L) Langerhans-Zelle, (M) Melanozyt,
(pD) papillare Dermis, (K) Keratohyalingranulum, (BL) Basallamina, (D) Desmosom, (HD) Hemidesmosom,
(Koll I1l) Fibrillen aus Kollagen Typ Il (nach Lullmann-Rauch, Taschenlehrbuch Histologie, 6.Auflage, 2019)

22



Einleitung

Die Subkutis (Unterhaut) besteht im Wesentlichen aus losem Bindegewebe, Adipozyten und
Makrophagen. Sie dient unter anderem der Thermogenese (Isolierung) und der Speicherung von
Energie in Form von Kérperfett. Daneben erfillt die Subkutis durch die polyedrische Anordnung
der Fibroblasten auch eine mechanische Pufferfunktion [101].

Die Dermis (Lederhaut) misst je nach Lokalisation 2 mm - 4 mm. Sie besteht grof3tenteils aus
Kollagen, elastischen Fasern (Elastin) und extrazellularer Matrix (Proteoglykane,
Glykosaminoglykane), die durch Fibroblasten synthetisiert werden. Durch die hohe Anzahl an
kollagenen Fasern (Uberwiegend Typ-I /Typ-I1ll) erhélt die Dermis eine ausgepragte mechanische
Stabilitat [101]. Sie ist stark vaskularisiert und enthalt neben Hautanhangsgebilden (Haarwurzeln,
Talg- und SchweiRdriisen), Immunzellen (Makrophagen, Lymphozyten, Mastzellen [62]) auch
zahlreiche verschiedene Nervenzellen (u.a. Mechanorezeptoren). Die Dermis fungiert einerseits
als feste mechanische Verbindung zwischen Epidermis und Subkutis, andererseits kommt ihr
eine Schlisselrolle in der Versorgung der gefalRlosen Epidermis zu [3,101].

Die humane Epidermis stellt die aul3erste mechanische Barriere zwischen Koérper und Umwelt
dar. Sie misst je nach Lokalisation zwischen 0,04 mm - 15 mm und besteht aus vier bis funf
Schichten [3,101] (siehe Abbildung 8). Es handelt sich hierbei um ein mehrschichtiges
verhornendes Plattenepithel ektodermalen Ursprungs, das zu 90% aus Keratinozyten besteht,
die mit der Basallamina verbunden sind [106]. Die verschiedenen Schichten der Epidermis
ergeben sich aus den unterschiedlichen Differenzierungsstadien, die die Keratinozyten auf dem
Weg vom Stratum basale tUber das Stratum spinosum, Stratum granulosum, Stratum lucidum (nur
in der Leistenhaut) hin zum Stratum corneum durchlaufen [62]. Um die strukturelle Integritat der
Epidermis zu gewdhrleisten, missen sich die Keratinozyten stetig erneuern. Entscheidend dafir
ist das einschichtige Stratum basale, das kubische bis hochprismatische mitotisch-aktive
Stammzellen enthalt, die sowohl untereinander als auch mit der darunter liegenden
Basalmembran durch Hemidesmosomen (Funktion &hnlich der Desmosomen, siehe unten)
verbunden sind [103]. Die epidermale Homeostase setzt das Vorhandensein von ausreichend
epidermalen Stammzellen voraus, welche sich selbst regenerieren und Tochterzellen generieren
kénnen. Diese Tochterzellen durchlaufen eine terminale Differenzierung und verlieren dadurch
die Fahigkeit der Regenerierung. Stammzellen besitzen die besondere Fahigkeit sich, je nach
Typ Stammzelle (embryonale = pluripotent, postembryonale = multipotent) und zytogener
Beeinflussung, in bestimmte Gewebetypen zu entwickeln [105]. Aus diesen grol3kernigen
Stammzellen bilden sich stetig neue Keratinozyten die vom Stratum basale innerhalb von 15 - 30
Tagen bis zum Stratum corneum wandern und dabei eine fortschreitende Differenzierung

erfahren. Neben Keratinozyten finden man im Stratum basale vor allem melaninbildende
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dendritische Zellen. Diese Melanozyten tragen durch physiologische Melaninproduktion
mafgeblich zum Schutz vor DNA-Schaden UV-exponierter Keratinozyten bei, in dem
Keratinozyten das Melanin durch Phagozytose aufnehmen. Melanin entsteht bei der Oxidation
der Aminosdure Tyrosin als Polymerisationsprodukt und wirkt als Absorber energiereicher
Strahlung verschiedener Wellenlangen [41,76]. Die vermehrte Proliferation von Melanozyten,
sowie die erhohte Produktion von Melanin ist maRgeblich fur Hautfarbe und physiologische
Hautbrdunung. Um den Pigmentationsgrad der Haut semi-quantitativ einzuordnen, werden die
modifizierten Hauttypen nach Fitzpatrick (Fitzpatrick skin type, FST) genutzt, die eine Einordnung
anhand des Braunungsgrades nicht-sonnenexponierter Haut und dem Braunungsverhalten in
sonnenexponierter Haut in 6 Klassen (I — VI; | = hellhautig, VI = dunkelhautig) zulassen. Obwohl
diese Einordnung unter Beachtung der eingeschrankten Aussagekraft subjektiver Angaben
betrachtet werden muss, ist sie nach wie vor ein géangiges Instrument zur orientierenden
Einordnung [64,66].

Das Stratum spinosum bildet mit etwa 8 - 10 Zellschichten [103], die dickste Schicht der
Epidermis. In ihr findet man polyedrische Keratinozyten. Die interzellularen Brucken, auch als
Desmosomen bezeichnet, dienen unter anderem der Verankerung intermediarer Filamente
untereinander. Das Stratum spinosum ist weniger basophil als das Stratum basale, weist aber
eine ahnlich hohe mitotische Aktivitdit wie dieses auf [11]. Daher werden beide auch
zusammenfassend als Stratum germinativum bezeichnet. Im Stratum spinosum kommt es durch
Zunahme der Keratinproduktion zu einer Keratinisierung, die im Verlauf zum Verlust von
Kernstrukturen fuihrt und letztlich mit der Hautschuppung endet [1]. Diese Keratinisierung tragt
wesentlich zur strukturellen Integritat der humaner Epidermis bei [22]. Neben Keratinozyten findet
man im Stratum spinosum ebenfalls Langerhanszellen. Hierbei handelt sich um
antigenprasentierende dendritische Zellen, die sich von Monozyten ableiten und morphologisch
sowie funktionell Makrophagen &hneln. Wie Makrophagen sind auch Langerhanszellen ein Tell
des angeborenen Immunsystems. Sie phagozytieren und verarbeiten Pathogene, die sie an ihrer
Oberflache T-Zellen prasentieren, um so eine entsprechende Immunantwort auszulésen [28].
Das Stratum granulosum besteht aus 1 - 5 Zellreihen abgeflachter rautenformiger Zellen, die sich
in der prafinalen Phase ihrer Zelldifferenzierung befinden. Neben dem Zellkern findet man
vermehrt Keratohyalin-Granula und membrangebundene Lamellenkérper (Lamellengranulat).
Diese Granula kénnen durch Exozytose in den extrazellularen Raum entlassen werden und
tragen, durch Bildung einer undurchldassigen Membran, wesentlich zur mechanischen

Barrierefunktion der Epidermis bei.
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Das Stratum corneum bildet die oberste Schicht der Epidermis. Sie besteht aus etwa 15 - 20
Lagen flacher avitaler Keratinozyten (Hornzellen). Diese Korneozyten enthalten neben
qguervernetzen Keratin-Fibrillen und amorphen Proteinen, keinerlei Zellorganellen mehr. Die
Zellen sind Uber Desmosomen miteinander verbunden und in eine amorphe extrazellulare Matrix
eingebettet und tragen so zur Barrierefunktion bei. Die avitalen Hornzellen werden in

regelmafigen Abstédnden abgestof3en (Hautschuppung) [3,103].

3.4.1 Mannliche Vorhaut

Kaum ein Bereich des menschlichen Korpers hat gesellschaftlich und kulturell so viel
Aufmerksamkeit erfahren wie die mannliche Vorhaut. In einigen Kulturen wird sie aus rituellen
Grunden entfernt [99], weshalb das Praputium zu einer der meistoperierten anatomischen
Strukturen des menschlichen Korpers gehort. Die mannliche Vorhaut ist ein integraler Bestandteil
der dulReren mannlichen Fortpflanzungsorgane. Sie besteht aus einem Innen- und Aul3enblatt,
die zugleich den mukokutanen Ubergang von Epidermis in wenig verhornendes
Schleimhautepithel darstellen. Es besteht eine strukturelle Ahnlichkeit zu anderen Grenzflachen
wie z.B. Augenlider oder Lippen. Innen- und Auf3enblatt sind gegeneinander verschiebbar. Im
zusammengefalteten Zustand (also Ubereinander liegend) ergibt sich von auf3en nach innen
folgender Querschnitt: Epidermis, Dermis, Dartos-Muskelschicht, Lamina propria und Mukosa.

Abbildung 9: Mannliche Vorhaut in Elastin-trichromer Farbung; (M) Mukosa, (LP) Lamina propria, (D)
Dartos-Muskelschicht, (DE) Dermis, (E) Epidermis (nach C.J. Cold and J.R. Taylor , The prepuce®, 1999)
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Die Mukosa ahnelt histologisch der Mundschleimhaut und prasentiert sich als mehrreihiges,
wenig verhornendes Plattenepithel. In ihr finden sich, im Gegensatz zum Epithel des Auf3enblatts,
keine Melanozyten, was zur mikroskopischen Abgrenzung genutzt werden kann. Die Mukosa ist
bei jungen Patienten oft noch mit der Glans penis verschmolzen (praputiale Adhasion) und muss
vor der Zirkumzision mit einer stumpfen Sonde getrennt werden [18].

Die Lamina propria besteht aus Bindegewebe und weist zahlreiche BlutgefaRe und Nervenzellen
(beispielsweise Meissner Tastkdrperchen) auf. In Aufbau und Funktion ahnelt sie der Dermis des
AulRenblatts und dient der Versorgung der dartiberliegenden Mukosa. Im Gegensatz zur Dermis
findet man in ihr weder Haarfollikel noch Talg- oder Schwei3driisen. Zudem enthéalt sie weniger
kollagene Zonen und weniger elastische Fasern als die Dermis [18,87].

Die Dartos-Muskelschicht besteht aus Dartos-Muskeln, die in elastisches Bindegewebe
eingebettet sind. Diese kontrahieren sich temperaturabhangig. Sie dienen unter anderem der
Anpassung von Vorhautlange an den jeweiligen Erregungszustand (unerregt = Haut kontrahiert,
erregt = Haut erschlafft). Im Alter nimmt das Verhaltnis von Muskelfasern zu elastischen Fasern
ab, daher wirkt die Vorhaut junger Patienten makroskopisch oft faltiger als die alterer [18].
Dermis und Epidermis entsprechen groftenteils histologisch dem bereits beschrieben Aufbau
normaler Haut (siehe Abbildung 9). Immunologisch scheint es Unterschiede beziglich der
Quantitat von immunologisch aktiven Langerhanszellen zu geben. Ein Erklarungsansatz fir die
hohe dichte an Langerhanszellen im Praputium scheint die dauerhafte Aktivierung durch
bakterielle Pathogene der periuretralen Hautflora zu sein. Zudem findet man eine stark
ausgepragte Vaskularisation, die den Immunzellen eine schnelle Immigration und adaquate

Immunantwort erst erméglicht [26].
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3.5 Fragestellung

Der Nachweis seneszenter Zellen ist erforderlich, um therapeutische Ansatze zur Behandlung
von onkologischen und altersbedingten Erkrankungen zu entwickeln und zu optimieren. Um das
Potential dieser Therapien in Zukunft vollumfanglich nutzen zu koénnen ist zudem ein
umfassendes Verstandnis der elementaren Ablaufe innerhalb der seneszenten Zellen
unabdingbar. In Ermangelung eines zuverldssigen universellen Markers zur Identifikation
seneszenter Zellen ist die Etablierung verschiedener Seneszensmarker, wie z.B. einem Marker
fur strahleninduzierte Seneszenz, von grol3em klinischem Interesse. In vorangegangenen
Arbeiten wurde bereits untersucht, ob eine Korrelation zwischen der Expression der
Histonvariante H2A.J und zellularer Seneszenz in muriner Epidermis besteht. Ebenfalls wurde
H2A.J in humaner abdomineller Epidermis im Rahmen des physiologischen Alterungsprozesses
erwachsener Probanden (18 - 90 Jahre) und nach Bestrahlung epidermaler Hautschichten (>30
Jahre) analysiert. Um seneszenztypische, intrazelluldre Vorgange nach Strahlenexposition bei
padiatrischen Patienten zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit 19 praputiale Epidermisproben
von mannlichen Probanden ohne bekannte Vorerkrankungen im Alter von 1 - 10 Jahren wahrend

elektiver Eingriffe entnommen und anschlieRend mit einer definierten Strahlendosis exponiert.

Das Ziel dieser Arbeit war die schichtspezifische Analyse der Hautproben auf eine Korrelation
zwischen der Anzahl nachweisbarer H2A.J-positiver Zellen nach erfolgter Strahlenexposition zum
Nachweis strahleninduzierter Seneszenz innerhalb der akquirierten praputialen Epidermisproben.
Darliber hinaus wurde der zellulare Proliferationsstatus in Abhéngig von der applizierten
Strahlendosis in den verschiedenen epidermalen Hautschichten anhand der Anzahl Ki67-

positiver Zellen untersucht.
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4 Material und Methodik

Die folgenden Kapitel stellen eine Ubersicht der verwendeten Chemikalien, Gerate, Materialien

und der durchgefiihrten Methoden dar.

4.1 Geréate und Material

4.1.1 Gerate

Die folgende Tabelle dient als Uberblick tiber die verwendeten Geréate und sonstige Materialien.

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Materialien

Gerat

Hersteller

15 ml / 50 ml Reaktionsgefald
2270261

Greiner bio-one, Frickenhausen

Sterilwerkbank

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Schnittmatte
0668.1

Carl Roth, Karlsruhe

Kanulen, Microblades 2

Becton, Dickinson & Company, Franklin Lakes

Chirurgische Schere

MSG Praxisbedarf, Wuppertal

Multi-Well-Platte

Greiner bio-one, Frickenhausen

ThinCert™

Zellkultureinsatze fur Multiwell Platten

Greiner bio-one, Frickenhausen

Brutschrank Galaxy 170S

Eppendorf AG, Hamburg

Einbettkassetten,
geschlitzt, E70070-GR

Science Service, Miinchen

Gewebeinfiltrationsautomat
HistoCore PEARL,
Leica Biosystems

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

Ausblockwanne

Tissue- Tek®, Sales & Service GmbH,

Dormagen

Mikrotom

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar

Histobond, Objekttrager
Superior Marienfeld
631-947

VWR, Part of Avantor, Radnor
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Wasserbad GFL, Burgwedel

Warmeofen mit focierter Umluft, FD 115 Binder, Tuttlingen

Magnetriihrer Bibby Stuart Bibby Sterilin Ltd., Staffordshire

SB161
Fluoreszenz-Mikroskop Nikon Eclipse Nikon, Diisseldorf
E600
Laborwaage BL 210S ISO 9001 Sartorius, Géttingen
pH-Meter WTW MultiCare, Weilheim

4.2 Chemikalien und deren Zusammensetzung

Die folgende Tabelle dient als Uberblick tiber die verwendeten Chemikalien und Antikorper.

4.2.1 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien und Antikoérper

Produkt Hersteller
Ki67-Antikdrper
(mouse-anti-human) Dako AG, Wiesentheid
M7240

H2A.J-Antikorper

_ _ Zur Verfiigung gestellt von Carl Mann, Paris
(rabbit-anti-human)

H2A.J-Antikorper

_ _ Active Motif, Carlsbad
(rabbit-anti-human)

Immunoblock
Carl Roth, Karlsruhe

T144.1
Dako®REAL Retrieval Solution (10x), Agilent technologies Deutschland GmbH,
S1699 Waldbronn
Ethanol (C2HsO) Sigma Aldrich Co, Steinheim
Gewebeeinbettmedium Paraffin, Engelbrecht Medizin- und Labortechnik GmbH,
56° - 58°C, 17932a Edermiinde
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Paraformaldehyd (PFA) - Losung (4%ig)

Electron Microscopy Sciences, Hatfield

PBS (Phosphatgepufferte Salzlésung)

Apotheke des Uniklinikums des Saarlandes,
Homburg

Goat Anti-Rabbit 1gG
Alexa Flour 568, A11036

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Goat Anti-mouse 1gG
Alexa Fluor 488, A32723

Thermo Fisher Scientific, Waltham

RPMI 1640 Kulturmedium

Biochrom AG, Berlin

DAPI Eindeckmedium
P36931

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Xylol (CgH10) Pharm. Helv. 4,

Isomerengemisch

Hedinger GmbH & Co. KG, Stuttgart
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4.2.2 Angesetzte Losungen

Tabelle 3: Angesetzte Losungen

Losung Herstellung

40 mM Zitronenséaure (CgHsO7)
_ 150 mM, Natriumchlorid (NaCl)

Citratpuffer
2 mM Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl.* 6 H,0)
Ad 100 ml mit Aqua dest.
Carl Roth T144.1
Immunoblock

1:10 Verdiinnung in Aqua dest.

primarer Ki67 Antikbrper

Dako M7240

1:500 Verdinnung in Immunoblock

sekundar Ki67 Antikorper

Goat Anti-mouse
Alexa Fluor 488

1:1000 Verdiinnung in PBS

primarer H2A.J Antikorper

Rabbit Anti-human

1:200 Verdunnung in Immunoblock

sekundarer H2A.J Antikorper

Goat Anti-rabbit
AlexaFluor 568

1:1000 Verdinnung in PBS

PFA - Losung

4 % PFA Verdunnung in Aqua dest.
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4.3 Patientenkollektiv

Bei dem Patientenkollektiv handelt es sich um 19 mannliche Patienten in der Altersgruppe 1 - 10
Jahren ohne relevante Vorerkrankungen.

Die erfassten Patientendaten umfassen persénliche Informationen (Name, Alter, Geschlecht)
sowie krankheitsbezogene Daten (Hauttyp, Vorerkrankungen, OP-Indikation, Allergien). Zur
Anonymisierung der Patientendaten wurde ein dreistelliger Buchstabencode erstellt, der sich
jeweils aus dem ersten und letzten Buchstaben des Nachnamens, sowie dem letzten Buchstaben
des Vornamens zusammensetzt.

Die Operationsindikation war in allen Féallen eine Phimose (Vorhautverengung) bzw. deren
Prophylaxe. Dementsprechend handelt es sich bei den Hautproben um die Uberschuissige
Vorhaut, die bei einer routinemalfiigen elektiven Zirkumzision anfallt.

Die Versuche wurden unter méglichst konformen und konstanten Bedingungen durchgefihrt.

4.4 Patientencharakteristika

Bei den 19 Probanden handelt es sich um méannliche Teilnehmer im Alter von 1 - 10 Jahren.
Der durchschnittliche Hauttyp entspricht dem Hauttyp Il (2,95) modifiziert nach Fitzpatrick.

Tabelle 4: Probandendaten

Patient Alter in Jahren | Hauttyp nach Fitzpatrick | Operation
1. SHH 7 I Zirkumzision
2. YGI 3 I Zirkumzision
3. AAA 2 VI Zirkumzision
4. YZN 8 I Zirkumzision
5. AHA 3 VI Zirkumzision
6. BCS 3 v Zirkumzision
7. ZKN 7 I Zirkumzision
8. HEB 2 v Zirkumzision
9. FRN 9 I Zirkumzision
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10. KAY 2 \Y, Zirkumzision
11. ONE 7 Il Zirkumzision
12. RNR 8 I Zirkumzision
13. KNN 1 I Zirkumzision
14. FEN 8 I Zirkumzision
15. AAI 2 \% Zirkumzision
16. AAM 2 \% Zirkumzision
17. BHN 6 Il Zirkumzision
18. OLK 9 I Zirkumzision
19. HRL 3 Il Zirkumzision

4.4.1 Ausschlusskriterien

Zu den Ausschlusskriterien der Studie zahlten neben chronischen Erkrankungen und
Autoimmunerkrankungen, besonders Hauterkrankungen, wie z.B. Lichen sclerosis athrophicans.
Zudem fihrten Entziindungszeichen, Narben, Effloreszenzen oder sonstige Degenerationen im

Entnahmegebiet zum Ausschluss der Probe. Verwendet wurde nur das auf3ere Blatt der Vorhaut.

4.5 Methodik

4.5.1 Hautprobenentnahme und Pré&paration

Die Praparate wurden nach Aufklarung und Einwilligung der Erziehungsberechtigten (Kenn-Nr.
Ethikkommission: 226/16) wahrend Zirkumzisionen in den OP-Sélen des Winterberg-Klinikums in
den Fachbereichen fur Urologie sowie Kinderchirurgie in Saarbriicken enthommen. Hierbei wurde
die gesamte Vorhaut akquiriert. Die gewonnene Probe wurde sofort in ein steriles Reaktionsgefan
Uberfuhrt, welches mit einem auf 37 Grad Celsius (°C) vortemperierten RPMI
Kultivierungsmedium gefillt war. Im Anschluss wurden die Hautproben in einem verschlossenen
Styroporbehalter zusammen mit mehreren Warmeakku-Einheiten schnellstmdglich in das Labor
der Strahlentherapie des Uniklinikums Homburg transportiert. (Ausnahme: 3 Proben wurden
direkt im OP in Paraformaldehyd (PFA) fixiert)
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Die Praparation des Gewebes erfolgte im Labor. Die Hautproben wurden unter sterilen
Bedingungen (Holten Safe, Sicherheitswerkbank Klasse 2) mittels Kanulen (Microblades®) auf
eine Adh&sionsmatte aufgespannt und in ca. 0,5 x 0,5 cm? groRe Stlicke geschnitten. Zur
weiteren Kultivierung wurden die Proben mit der Dermis-Seite nach unten auf ein Insert
(ThinCert™) gelegt, welche in eine mit je 2 ml Nahrmedium pro Well befillte 6-Well-Platte (Multi-
Well-Platte) eingesetzt wurde (siehe Abbildung 10). Die semipermeable PET
(Polyethylenterephthalat) Membran der Inserts hat eine Porengréf3e von 1 um. Diese dient der
mdoglichst physiologischen Ernahrung der Hautproben wahrend der Kultivierung. Nach der
Aufbereitung wurden die Proben im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO; fir maximal 24 Stunden

inkubiert.

Side View

Abbildung 10: Multi-Well-Platte und Inserts (modifiziert nach Falcon® Cell Culture Inserts and Companion
Plates, www.cultek.com)

4.5.2 Bestrahlungsplanung und Bestrahlung

Die Bestrahlung der Hautproben erfolgte an einem Linearbeschleuniger (Hersteller: Siemens;
Modell: Artist 1, Artist 2 oder Oncor) mit 6 MV Photonen, einem Gantrywinkel von 180 Grad und
einer FeldgréRe von 30 cm x 30 cm. Zunéchst wurde ein Planungs-CT (siehe Abbildung 11) von
einer 6 Well-Platte, gefullt mit jeweils 2 ml pro Well, angefertigt. Unter die 6 Well-Platte wurden
zwei je 1 cm dicke Plexiglasplatten positioniert, in denen der Dosisaufbaueffekt stattfand, um an
den Hautproben eine homogene Dosisverteilung zu gewahrleisten. Die dreidimensionale

Bestrahlungsplanung erfolgte mit dem Programm Pinnacle® (Philips GmbH, Amsterdam).
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Vereion: Plan
POI, "Rp" = 200,1 <Gy

Schicht 154: Y = -20,92 cm Platte “Haut

Abbildung 11: Bestrahlungsplan mit 6-Well-Platte und Insert. Auszug aus Pinnacle® (Philips GmbH,
Amsterdam).

Nach der operativen Entnahme und anschlieenden Praparation (siehe oben) wurden die
Epidermisproben tber Nacht im Brutschrank (Galaxy 170S) unter physiologischen Bedingungen
inkubiert und am Folgetag bestrahlt. Um mdglichst physiologische Bedingungen zu erhalten,
wurden die Proben nach der Bestrahlung bis zu ihrer Fixierung wieder im Wéarmeschrank bei 37
°C inkubiert.
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4.5.3 Fixierung, Einbettung, Ausblockung und Sektionierung

Entsprechend der Fragestellung wurden die bestrahlten Proben 24 Stunden nach Bestrahlung
(bei Kontrollgruppe ohne Bestrahlung) aus dem Brutschrank genommen, dreimal je 10 Minuten
in phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen und anschlieBend in ein 50 ml
Reaktionsgefal mit 4% Paraformaldehyd (PFA) Losung uberfuhrt. Die Fixierung erfolgte im
Dunkeln dber Nacht bei Raumtemperatur (RT). Am né&chsten Tag wurden die Proben in
Gewebekassetten umgesetzt und bis zur weiteren Bearbeitung in PBS gelagert.

Die Einbettung erfolgte in der Neuropathologie des Uniklinikums Homburg mittels eines
automatisierten Gewebeeinbettautomaten. Zur schonenden Dehydrierung durchliefen die
Gewebeproben zunéchst eine aufsteigende Alkoholreihe beginnend mit zweimal 50% gefolgt von
jeweils einmal 70%, 80%, 90%, 95% bevor sie zweimal fir 65 Minuten in absolutem Ethanol
verweilten. Danach folgten zwei Xylolschritte zu 55 Minuten und einer zu 80 Minuten. Zur
Vorbereitung des Ausblockens wurden die Epidermisproben eine Stunde in flussigem Paraffin
inkubiert. Die weitere Verarbeitung erfolgte mittels einer Ausblockstation. Hierflr wurden die
Proben in eine mit flissigem Paraffin gefiillte Ausblockwanne Uberfiihrt, mit Hilfe einer Pinzette
in eine Ausblockform gelegt und mit heiRem Paraffin Gbergossen. Zur schonenden Auskiihlung
wurden die Proben auf eine 4 °C kalte Kihlplatte gestellt. Nach dem Ausharten konnten die
Einbettkassetten aus den Ausblockformen gelést und zur Weiterverarbeitung ins Labor der
Strahlentherapie transportiert werden.

Zur besseren Schneidbarkeit der Proben wurden diese auf -20 °C heruntergekihlt. Die
Herstellung der 4 ym dicken Gewebeschnitte erfolgte an einem Rotationsmikrotom. Diese
schwammen zuerst in der Auffangwanne des Mikrotoms bevor sie mit Hilfe eines Objekttragers
in ein 55 °C warmes Streckbad tberfihrt wurden. Anschlieend wurden die Hautschnitte auf
einen Adhéasionsobjekttrager aufgezogen und 60 Minuten im Warmeschrank aufgebacken, um

die Anhaftung der Schnitte auf dem Objekttrager zu erhéhen.

4.5.4 Immunfluoreszenzmarkierung

Der Nachweis von H2A.J- und Ki67-positiven Keratinozyten in juveniler Vorhaut erfolgte mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie (IFM). Zunachst wurden die auf den Objekttradgern befindlichen
Hautschnitte dreimal je 10 Minuten in Xylol entparaffiniert. Anschlielend wurden die Hautproben
zur Rehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe, beginnend mit 100%igem Uber 96 %, 90

%, 80 % bis zu 70%igem Alkohol fir jeweils drei Minuten inkubiert. Im Anschluss daran wurde
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der Uberschissige Alkohol mittels destilliertem Wasser abgespult und die Proben in eine Kivette
mit PBS Uberfuhrt. Die anschlieRende Antigendemaskierung erfolgte in einem Citrat-Puffer
(Agilent S1699, pH-Wert: 6) bei 95 °C fur 60 Minuten. Nach einer Auskuhlzeit von 20 Minuten zur
Vermeidung starker Temperaturschwankungen erfolgte ein Blockschritt zur Reduzierung
moglicher unspezifischer Bindungen. Hierfur wurden 150 pl einer Immunoblock-Lésung (Carl
Roth T144.1, 1:10 in Aqua dest.) auf den Objekttrager aufgetragen und mit einem Deckglas
abgedeckt. Dies sollte die gleichméaRige Verteilung der aufgebrachten Lésung auf der Probe
gewabhrleisten. Die Inkubation des primaren Anti-Ki67 Antikérpers (Dako M7240,1:500
Verdinnung mit Immunoblock) erfolgte Gber Nacht bei 4 °C. Die Schnitte wurden erneut mit einem
Deckglas abgedeckt, um ein Verdunsten der Antikorperlésung zu verhindern.

Am néachsten Tag wurden die Schnitte zunéchst dreimal in PBS fir jeweils 10 Minuten unter
Verwendung eines Magnetrihrers gewaschen, um nicht gebundene Antikdrper zu entfernen. Die
Detektion des primaren Ki67-Antikdrpers (AK) erfolgte mit Hilfe eines fluoreszenzgekoppelten
Sekundarantikorpers (Goat Anti-mouse, Alexa Fluor 488, 1:1000 in PBS) in einer dunklen
Feuchtkammer (Stain tray, Carl Roth) fir eine Stunde bei Raumtemperatur. Ab diesem Schritt
wurde lichtgeschitzt gearbeitet, um ein Abnehmen der Fluoreszenz durch Autofluoreszenz zu
verhindern. Es folgten drei weitere Waschritte in PBS und anschlieRender Inkubation mit
primarem Anti-H2A.J AK (Rabbit Anti-human, 1:200 in Immunoblock) fir eine Stunde bei RT. Es
schloss sich ein zuséatzlicher Waschschritt mit PBS an. Zur Visualisierung von H2A.J wurde ein
weiterer sekundarer Fluoreszenzantikdrper (Goat Anti-rabbit, AlexaFluor 568, 1:1000 in PBS)
benutzt der ebenfalls eine Stunde bei RT inkubierte. Es erfolgte ein letzter Waschschritt in PBS
bevor die Proben in einem aushértenden Eindeckmedium mit DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)

luftbasenfrei eigedeckt und tber Nacht zum Trocknen in den Kuhlschrank gelegt wurden.

4.5.5 Immunfluoreszenzmikroskopie

Um den quantitativen Nachweis von H2A.J und Ki67-positiven Zellen mit Hilfe des
Immunfluoreszenzmikroskop (IFM) zu ermdéglichen, bedarf es mehrerer Einzelschritte. Zuerst
werden die Proben vorbereitet (siehe oben), um sie fiir bestimmte Antikdrper (AK) zuganglich zu
machen. Ein primarer AK wird appliziert und bindet an das gesuchte Antigen. Durch Zugabe eines
fluorochrom-gekoppelten Zweitantikbrpers findet eine spezifische Bindung an den
Primarantikorper statt. Da diese fluoreszierenden Zweitantikorper nicht direkt an das gesuchte
Antigen binden, spricht man von indirekter IFM. Fluorochrome sind Molekile mit besonderen

Eigenschaften. Werden sie mit Photonen bestimmter Energie bestrahlt, wird ein Teil der Energie
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absorbiert. AnschlieRend werden Photonen mit geringerer Energie emittiert. Diese Anderung der
Wellenlange hin zum energiedrmeren Rot-Spektrum nehmen wir als Fluoreszenz wahr. Dieser
fluorochrom-gekoppelte sekundare AK kann unter Anwendung der IFM sichtbar gemacht werden.
Mittels Exzitation des Fluorochroms durch eine Lichtquelle mit geeigneter Wellenlange, kommt
es konsekutiv zu einer Fluoreszenz des sekundaren AK. Mit Hilfe geeigneter Filter werden
unerwinschte Wellen herausgefiltert und man erhélt eine kontrastreiche Abbildung, die die
manuell visuelle Auszahlung von markierten Zellen erméglicht. Besitzt das IFM mehrere Filter wie
in dem von uns benutzten, sind auch mehrfach Farbungen unterschiedlicher fluorochrom-AK
verschiedener Emissionswellenlangen mdoglich. [46]

Die IFM-Analyse der Proben wurde mit Hilfe eines Nikon Eclipse E600-Mikroskops (Nikon GmbH,
Dusseldorf, Deutschland) untersucht. Das kombinierte Durchlicht- und Fluoreszenzmikroskop mit
integrierter Kamera (Software NIS Elements BR 3.0; Nikon GmbH, Dusseldorf, Deutschland)
erlaubt sowohl die Untersuchung der Préaparate durch die Binokulare als auch die Aufnahme
digitaler Bilder durch die Kamera.

Um die beiden proteinspezifisch gebundenen fluoreszierenden Sekundarantikdrper getrennt
voneinander untersuchen zu konnen, ist das Mikroskop mit 3 verschiedenen Filtern
unterschiedlicher Wellenlangendurchléassigkeit ausgestattet (DAPI: Extinktion (Ex.) 340-380 nm,
Emission (Em.) 435—-483 nm, FITC: Ex. 465-495 nm, Em. 515-555 nm, TR Ex. 540-580 nm, Em.
600—660 nm). Um Autofluoreszenz und verblassen der Fluorochrome zu verhindern, wurde in

abgedunkelten Raumen unter Rotlichtraumbeleuchtung mikroskopiert.

4.5.6 Auswertung und Statistik

Die Auswertung erfolgte am oben genannten Fluoreszenzmikroskop. Dazu wurden jeweils
mindestens 1000 mit DAPI gefarbte Zellkerne pro Praparat quantifiziert. Um einer maglichen
Verzerrung entgegenzuwirken, wurden die Proben zuvor verblindet. Anschlie3end wurden die
H2A.J-positiven und Ki67-positiven Zellen unter verblindeten Bedingungen ausgezahlt und der
jeweiligen Zellschicht (siehe oben) zugeordnet. Die Auszahlung der H2A.J positiven Zellen fand
im FITC-Kanal (griin; Fluorescein-lsothiocyanate), die der Ki67 positiven Zellen im TR-Kanal (rot;
Texas-Red) statt. Die Auswertung und Darstellung erfolgte mittels Excel (Microsoft 365, Version
2113) und Graph Pad Prism Version 9 (GraphPad Software, Inc.). Um potenzielle Schwankungen
so gering wie mdglich zu halten, wurden einzelne Proben mehrmals ausgezahlt und daraus ein

Mittelwert gebildet.
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Die statistische Auswertung erfolgt, aufgrund der Uberwiegend nicht vorhandenen
Normalverteilung (nachgewiesen durch Kolmogorov-Smirnov-Test) der Werte, Uber den
ungepaarten t-Test durch das Programm Graph Pad Prism 9. Dabei gelten Ergebnisse mit einem
p-Wert < 0,05 (p < 0,05) als signifikant.
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5 Ergebnisse

5.1 Quantifikation von H2A.J-positiven Keratinozyten

A:non-IR, 24 h H2A.J B: 10 Gy, 24 h
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Abbildung 12: H2A.J - IFM humaner préputialer Epidermis ohne Bestrahlung (A; non-IR) und nach
Bestrahlung (B; 10 Gy) nach jeweils 24 Stunden. Zu sehen sind mit DAPI (blau) gefarbte Zellkerne und
H2A.J-positive Zellen (grin) in 60facher VergroRerung (Maldstab von 50um angegeben). Der Graph
reprasentiert die Gesamtauswertung von 19 biologischen Replikaten (n = 19) und zugehériger
Standardabweichung (Standard deviation; SD) in Prozent.
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Bei Betrachtung der Gesamtauswertung H2A.J-positiver Zellen im direkten Vergleich der
Versuchsgruppe (10 Gy) mit der Kontrollgruppe (non-IR) 24 Stunden nach Bestrahlung liegt zwar
ein geringer Unterschied vor (siehe Graph oben), dieser liegt jedoch nicht im signifikanten Bereich
(p > 0,05). Die mit 10 Gy bestrahlten Proben (10Gy) zeigten mit 53,6 + 1,9% zu 52,6 + 2,4% in
der nicht bestrahlten Kontrollgruppe (non-IR) keine signifikanten Unterschiede.

H2A.J

1 non-IR
B 10Gy

-
(=24 o0 o
T T 9T

'S
T

N
T

H2A.J-positive cells [%]

Abbildung 13: Grafische Darstellung der H2A.J-positiven Zellen ohne (non-IR) und nach Bestrahlung
(10Gy) in jeweiliger Epidermisschicht nach 24 Stunden und zugehdriger SD in Prozent.

Bei Auswertung der einzelnen Schichten zeigen sich bei Untersuchung der H2A.J-positiven
Zellen im direkten Vergleich der Versuchsgruppe (10 Gy) mit der Kontrollgruppe (non-IR) 24
Stunden nach Bestrahlung zwar geringe Unterschiede, diese befinden sich aber nicht im
signifikanten Bereich (p > 0,05).Im Stratum granulosum, der &uf3ersten Hautschicht die noch
Zellkerne enthalt, (non-IR: 78,5 + 1,4%; 10Gy: 80,3 + 1,2%) zeigt sich kein signifikanter
Unterschied in der Auswertung der H2A.J-positiven Zellen. Im Stratum spinosum (non-IR: 49 +
2,8%; 10Gy: 50,4 = 2,0%) zeigen sich wie auch im Stratum basale (non-IR: 52 + 2,9%; 10Gy:
49,9 * 3,5%) ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der Auswertung der H2A.J-positiven
Zellen. Jedoch sind im Stratum granulosum, sowohl in der Versuchsgruppe (10 Gy) als auch in
der Kontrollgruppe (non-IR), deutlich mehr H2A.J-positive Zellen nachweisbar als im Stratum
spinosum und Stratum basale (siehe Graph).
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5.2 Quantifikation Ki67-positiver Keratinozyten

C: non-IR, 24 h
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Abbildung 14: Ki67-IFM in humaner praputialer Epidermis ohne Bestrahlung (C; non-IR) und nach
Bestrahlung (D; 10Gy) nach jeweils 24 Stunden. Zu sehen sind mit DAPI (blau) gefarbte Zellkerne und
Ki67-positive Zellen (rot) in 60facher VergroRerung (MaRstab von 50um angegeben). Der Graph
reprasentiert die Gesamtauswertung von 19 biologischen Replikaten (n = 19) und zugehériger SD in
Prozent.
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Bei Betrachtung der Gesamtauswertung der Ki67-positiven Zellen ergibt der direkte Vergleich von
Versuchs- und Kontrollgruppe nach 24 Stunden keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05) mit
4,2 + 0,3% Ki67 positiven Zellen ohne (non-IR) und 4,3 £ 0,4% nach Bestrahlung (10 Gy).
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Abbildung 15: Grafische Darstellung der Ki67-positiven Zellen ohne (non-IR) und nach Bestrahlung (10Gy)
in jeweiliger Epidermisschicht nach 24 Stunden und zugehdriger SD in Prozent

Bei schichtspezifischer Betrachtung der Ki67-positiven Zellen ergibt der direkte Vergleich von
Bestrahlungs- und Kontrollgruppe nach 24 Stunden weder im Stratum spinosum (non-IR: 5,7 +
0,4%, 10 Gy: 5,9 + 0,5%) noch im Stratum basale (non-IR: 2,3 £ 0,5%, 10 Gy: 2,3 + 0,5%) einen
signifikanten Unterschied (p > 0,05). Im Stratum granulosum sind keine Ki67-positiven
Keratinozyten nachweisbar. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse keine direkte Korrelation
von Ki67 und Bestrahlung mit 10 Gy.
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5.3 Inverse Korrelation von H2A.J und Ki67

non-IR, 24h

non-IR, 24h

Abbildung 16: H2A.J- und Ki67-IFM in humaner praputialer Epidermis ohne Bestrahlung (non-IR). Zu
sehen sind mit DAPI (blau) gefarbte Zellkerne und H2A.J-positive Zellen (griin) sowie Ki67-positive Zellen
(rot) in 60facher VergréRerung (MaRRstab von 50um angegeben). Die weil3en Pfeile zeigen exemplarisch
H2A.J-negative aber deutlich Ki67-positive Zellen, um die inverse Korrelation zu veranschaulichen.
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Bei Abgleich von Ki67-positiven Zellen mit H2A.J fallt eine inverse Korrelation zwischen den zwei
Markern auf. Ki67-positive Zellen, sind nie H2A.J positiv und umgekehrt. Angesichts der
Tatsache, dass Ki67 Zellkerne mit Proliferationspotential markiert, also Zellen mit noch aktivem
Zellzyklus und H2A.J dagegen moglicherweise seneszente Zellen, die unter anderem durch einen
Proliferationsstopp gekennzeichnet sind, stehen diese Beobachtungen nicht im Konflikt
miteinander. Da vom Stratum germinativum (Stratum basale und Stratum spinosum) hin zum
Stratum granulosum das Proliferationspotential und damit die Markierung durch Ki67 stetig
abnimmt, im Gegensatz dazu die Markierungsdichte mit H2A.J im Stratum granulosum ihren
Hohepunkt hat, konnte diese Beobachtung ein weiterer Hinweis fur die Beteiligung von H2A.J im
Rahmen der Differenzierung von Keratinozyten sein.
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6 Diskussion

6.1 Interpretation der Ergebnisse

Aufgrund der stetigen Zunahme medizinisch induzierter Anwendungen von ionisierender
Strahlung in Diagnostik und Therapie wéchst ebenfalls das Interesse an der Ursache und
Haufigkeit potenzieller Nebenwirkungen. Bereits bei sehr niedrigen Strahlendosen von 0,1 Gy
konnten im Hautmodel strahleninduzierte DSBs nachgewiesen werden [74] die bei nicht- oder
fehlerhafter DNA-Reparatur einen moglichen Ausléser pramaturer Seneszenz darstellen. Die im
Rahmen dieser Arbeit vorgenommen Untersuchungen dienen der Analyse mdglicher Folgen
einer Bestrahlung fur infantile Haut im Kontext der zellularen Seneszenz. Dafur wurde die
Quantifizierung von H2A.J- und Ki67-positiven Zellen innerhalb der Epidermis genutzt, um 24
Stunden nach Bestrahlung Rickschlisse auf das Ausmald der zellularen Seneszenz und den
Proliferationsstatus zu ziehen.

Die Anzahl H2A.J-positiver Zellen innerhalb der unterschiedlichen Epidermisschichten zeigte
keine signifikanten Unterschiede zu unbestrahlten und bestrahlten Proben, die 24 Stunden nach
der Bestrahlung analysiert wurden. Bei der detaillierten Betrachtung des Stratum germinativum,
der Schicht mit dem grof3ten Proliferationspotenzial der Epidermis, zeigten sich ebenfalls
ausschlieBBlich nichtsignifikante Ergebnisse. Bei der weiteren Aufteilung des Stratum
germinativum in Stratum basale und Stratum spinosum wurden in der Bestrahlungs- und
Kontrollgruppe ahnlich hohe Werte und Standardabweichungen fir H2A.J nachgewiesen. Bei der
mikroskopischen Analyse des Stratum basale wurden aufféllig stark H2A.J-positive Zellen mit
hoher Leuchtintensitat visualisiert. Diese Zellen stellten sich morphologisch different, rundlicher
und meist grol3er, im Vergleich zu den regularen langlich geformten Basalzellen dar. Zudem
waren sie oft knapp unterhalb oder zwischen den regularen basalen Zellen angeordnet. Durch
die Validierung mittels Markierung von Melan A wurden diese hochpositiven Zellen als
Melanozyten identifiziert und nicht in die Auswertung mit einbezogen. Diese Beobachtungen
decken sich mit Erkenntnissen vorangegangener Versuche, in denen durch den Abgleich mit dem
Seneszenzmarker pl6™“ das hohe seneszente Potenzial der Melanozyten nachgewiesen
wurde [93].

Im Stratum granulosum, die am starksten differenzierte Hautschicht mit gleichzeitig geringstem
Proliferationspotenzial, wurde 24 Stunden nach der Bestrahlung mit 10 Gy keine signifikanten

Unterschiede zwischen Bestrahlungs- und Kontrollgruppe nachgewiesen. In dieser Hautschicht
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zeigte sich die hochste Anzahl an H2A.J-positiven Keratinozyten im Vergleich zu den anderen
Hautschichten, sowohl in den bestrahlten als auch in den unbestrahlten Proben, was ein Hinweis
auf Zunahme zellularer Seneszenz sein kann. Eine mégliche Begriindung fur die unterschiedliche
zellschichtbezogene Reaktion auf die Exposition mit ionisierender Strahlung und der damit
verbundenen Zunahme an H2A.J-positiven Zellen kdnnte die ortliche Lokalisation sein. Als
auRerste noch zellkerntragende Hautschicht wird das Stratum granulosum in besonderem Mal3e
durch exogene Noxen beeinflusst. Die ebenfalls in dieser Hautschicht enthaltenen Keratinozyten
verlieren im Laufe ihrer Differenzierung die Zellkerne. Die hierbei resultierende Reorganisation
des Chromatins konnte das Reparaturpotential der Zelle dahingehend verédndern, dass sie
vulnerabler gegeniiber seneszenzinduzierender DNA-Schaden wird [57].

Ebenfalls ergab der Nachweis Ki67-positiver Zellen in den untersuchten Hautschichten 24
Stunden nach der Bestrahlung mit 10 Gy keinen signifikanten Unterschied von unbestrahlter
Kontrollgruppe zu bestrahlter Versuchsgruppe. Durch eine differenzierte Analyse der einzelnen
Hautschichten konnten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden.
Allerdings wurde bei der schichtspezifischen Betrachtung der Ki67-positiven Zellen ersichtlich,
dass nicht-signifikante aber dennoch visuell deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen
Hautschichten bestehen. Die Anzahl der Ki67-positiven Zellen war im Stratum basale geringer
als im Stratum spinosum. Im Stratum granulosum waren keine Ki67-positiven Zellen nachweisbar.
Da Ki67 ausschlief3lich in proliferierenden Zellen vorhanden und nachweisbar war, scheint dieses
Ergebnis unter Beachtung der Differenzierung der Keratinozyten wenig tberraschend, da die
Keratinozyten im Rahmen der Differenzierung ihre Teilungsféahigkeit verlieren.

Durch die quantitative Analyse der Tripelfarbung (DAPI, Ki67, H2A.J) wurde eine inverse
Korrelation zwischen Ki67- und H2A.J-positiven Zellen festgestellt. Keine der Ki67-positiven
Zellen war auch nur geringfiigig positiv fir H2A.J und umgekehrt. Dieses Ergebnis scheint
plausibel da H2A.J nur Zellen markiert, die ihre Proliferation eingestellt haben und Ki67 im

Gegensatz dazu zur Detektion von proliferierenden Zellen herangezogen wird.

6.2 Kritische Auseinandersetzung mit der Methodik

Praputium als Untersuchungsobjekt
In dieser Arbeit wurde das Praputium von Knaben als Untersuchungsgewebe gewahlt, um die
Wirkung ionisierender Strahlung auf méglichst junge unbelastete Epidermis (keine altersbedingte

Seneszenz, keine / kaum UV-Exposition) zu untersuchen. Die bei der Zirkumzision anfallende
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Haut erflllt die Voraussetzungen einer guten Verfuigbarkeit und der geringen Vorbelastung durch
UV-Strahlung.

Die menschliche Haut stellt mit durchschnittlich 1,73 m? das gréRte Organ dar und ist zugleich
die ul3erste Barriere, die den menschlichen Korper gegeniiber der Umwelt abgrenzt. Durch ihre
Sonderrolle als Schnittstelle zwischen Umwelt und Organismus, ist sie standig einer Reihe von
Noxen ausgesetzt (z.B. ionisierender Strahlung durch natirliche Strahlenexposition oder UV-
Strahlung). Durch die unterschiedlichen Funktionen der Haut ist gut nachvollziehbar, dass es
topographische Unterschiede in der Zusammensetzung verschiedener Areale gibt. Zudem
bestehen intergeschlechtliche, altersabhéangige und ethnische Unterschiede [35,72].

Das Praputium scheint sich nicht nur rein makroskopisch, sondern auch funktionell von anderen
Hautarealen zu unterscheiden. Hier ist im speziellen der periuthreale Bereich zu nennen, der im
hohen MaRe gegenlber potenziell pathogenen bakteriellen Stimuli exponiert ist. Diese
kontinuierliche Stimulation flhrt zu einer ausgepragten immunologischen Aktivitat in diesem
Areal, die sich unter anderem in der groBen Anzahl der Langerhanszellen, sowie CD 4* / 8*
positiver Zellen (Makrophagen, T- Zellen, Monozyten) widerspiegelt und damit die besondere
immunologische Komponente des Praputiums gegentiber anderen Hautarealen hervorhebt [26].
Neben den Immunzellen kénnen auch die Keratinozyten selbst immunologisch aktiv werden,
indem sie nach exogenen Stimuli proinflammatorischen Zytokine und chemotaktische Faktoren
sezernieren kdnnen [6]. Das vielféltige immunologische Spektrum des Praputiums sollte bei der
Interpretation der Ergebnisse bedacht werden. Besonders beim Vergleich von abdomineller und
praputialer Epidermis sollten diese Unterschiede berlcksichtigt werden.

Akquirierung der Hautproben

Obgleich versucht wurde méglichst gleiche Bedingungen bei der Akquirierung und Prozessierung
der Proben zu schaffen, gab es bei der Entnahme der Hautproben je nach Operateur
Unterschiede im zeitlichen Verlauf und im verwendeten Enthahmeverfahren. Dabei erfahrt das
Gewebe, je nach beruflicher Erfahrung des Operateurs, unterschiedliche Dosen an
ischamischem und oxidativem ,Stress” bei der Enthahme aus einer integren Umgebung. Zudem
wird die Probe bis zum Abwurf in das Nahrmedium nicht perfundiert. AnschlieBend wird die
Hautprobe bei der Praparation durch das Aufspannen und Zurechtschneiden weiterem
mechanischem Stress ausgesetzt, da sie dabei aus dem Inkubator und dem Nahrmedium
entnommen werden muss kann die Versorgung mit Nahrstoffen in diesem Zeitraum nicht

gewabhrleistet werden.
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Zhou et al. konnten im Tiermodell zeigen, dass es durch ex-vivo Kultivierung zu einer
ausgepragten Zytokin-abhangigen Inflammationsreaktion kommen kann [104]. Diese
Inflammationsreaktion kann die Homdostase der Zellen in dem Mal3e stoéren, dass als Folge
pramature Seneszenz induziert wird. Dies stellt eine mdgliche Erklarung fir den Nachweis H2A.J
positiver Zellen der praputialen Hautproben dar, die bereits vor Bestrahlung und in den
unbestrahlten Kontrollen vorhanden waren. Die in dieser Arbeit angewendeten
Kultivierungsmethode wurden aus vorangegangenen Experimenten mit humaner abdomineller
Epidermis Ubernommen. Eine Kultivierung der Hautproben tber mehr als 36 Stunden ist nicht
gelungen, da nach diesem Zeitraum bereits histomorphologische Veranderungen der Epidermis
ersichtlich wurden die als histologische Korrelat eines Gewebeuntergangs gewertet werden
kénnten. Die Ergebnisse vorangegangener Experimente wurden in abdominellen Hautproben
erhoben, die 48 Stunden nach Bestrahlung fixiert wurden. Es besteht die Moglichkeit, dass sich
die Kultivierungsbedingungen und -protokolle fiir abdominelle Haut nicht direkt auf praputielle

Epidermis Ubertragen lassen.

Bestrahlungsprotokoll

Zur Bestrahlung wurden etablierte, von Medizin-Physik-Experten  mittels  der
Bestrahlungssoftware Pinnacle der Firma Philips berechnete Plane verwendet. Die Einzeldosis
(10 Gy), die im Rahmen dieser Arbeit appliziert wurde, ist finffach héher als die Ublicherweise
wahrend einer fraktionierten Radiotherapie angewendete Dosis (1,8 — 2,0 Gy pro Fraktion) und
wurde auch in vorangegangen Versuchen dieser Arbeitsgruppe mit abdomineller Epidermis
benutzt. Damit sollte sichergestellt werden, dass eine strahleninduzierte Seneszenz initiiert wird.
In vorrangegangen Arbeiten mit Zellkulturen wurden deutliche héhere Einzeldosen von bis zu 20

Gy genutzt.

Gewebeschnitte

Beim Anfertigen der Gewebeschnitte wurde darauf geachtet das Epithel des aul3eren Blattes des
Préaputiums zu sektionieren, da in diesem die Analyse erfolgte. Das Epithel des inneren Blattes
des Praputiums gleicht der Mukosa und kann deshalb nicht zum Vergleich mit epidermalen
Proben verwendet werden. Da sich die rein mikroskopische Differenzierung von Mukosa und
Epidermis zu weilen schwierig gestaltete, wurden Melanozyten, die nur im aul3eren Blatt der
Epidermis des Praputiums vorkommen, als Indikator genutzt [18]. Der Fixierungszeitpunkt von 24
Stunden nach der Bestrahlung wurde gewahlt, um die Auswirkungen auf maoglichst

physiologische intakte Epidermis zu untersuchen.
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Markierung und Nachweis von H2A.J

Zur Detektion seneszenter Zellen wurde ein spezifischer, primarer Antikérper gegen die
Histonvariante H2A.J verwendet. Dieser wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Carl
Mann zur Verfigung gestellt. Die Validierung auf Spezifitat wurde im Rahmen vorangegangener
Projekte in muriner und humaner Epidermis von Arbeitsgruppe C.E. Ribe durchgefihrt, um
unspezifische Bindungen an strukturverwandte H2A-Varianten des kanonischen H2A, H2A. X und
H2A.Z auszuschlie3en [79].

Quantifizierung

Insgesamt wurden Proben von 19 Probanden untersucht. Je Proband wurde in 1 - 2 technischen
Replikaten jeweils mindestens 1000 Zellkerne in verschiedenen Gesichtsfeldern analysiert und
den jeweiligen Hautschichten zugeordnet. Einzelne Proben wurden additiv von verschiedenen
Personen quantifiziert, um Auswerter-spezifische Schwankungen so gering wie mdglich zu
halten. In Anbetracht moglicher individueller Schwankungen bei der Detektion positiver Zellen
ware die Etablierung eines automatisierten Auswertungssystems eine weitere Moglichkeit die

Aussagekraft zuklnftiger Arbeiten zu steigern.

6.3 H2A.J-Quantifizierung und die Vergleichbarkeit mit

vorausgegangenen Experimenten der Arbeitsgruppe

In einer Arbeit der Arbeitsgruppe Contrepois wurde gezeigt, dass sich H2A.J in seneszenten
Fibroblasten mit permanenten DNA-Schaden, sowie in humaner Epidermis mit fortschreitendem
Alter anreichert [20]. Die dabei nachgewiesene Korrelation von persistierenden DNA-Schaden
und der Anh&ufung von H2A.J, gibt Hinweise darauf, dass die DDR und die damit verbundenen
DNA-Schadenssignale die H2A.J-Konzentration regulieren kénnen. Die Akkumulation von H2A.J
in nachweislich seneszenten Fibroblasten und epidermalen Keratinozyten legt nahe, dass H2A.J
als potenzieller Biomarker fiir den Zustand der Seneszenz dienen kdnnte. Die Untersuchung von
H2A.J und seinen Eigenschaften als potenzieller Seneszenzmarker in humaner Epidermis ist von
groliem wissenschaftlichem Interesse, da es bis dato noch keinen vergleichbaren Marker gibt,
mit dem man strahlungsinduzierte seneszente Zellen in verschiedenen Geweben und Stadien
identifizieren und quantifizieren kann. Daneben gibt es Hinweise darauf, dass H2A.J

maoglicherweise als Differenzierungsmarker humaner Keratinozyten fungieren koénnte.
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In vorangegangenen Versuchen in der Arbeitsgruppe C.E. Ribe wurde gezeigt, dass mit
zunehmendem chronologischem Alter und nach Exposition gegeniber DNA-schadigender
Strahlung H2A.J-positive Zellen in humaner abdomineller Epidermis akkumulieren. Dabei konnte
eine positive Korrelation sowohl zwischen Probandenalter und Zunahme H2A.J positiver Zellen,
als auch dem Auftreten dauerhafter DNA-Schéadigung in Form von DSBs und der Akkumulation
H2A.J-positiver Keratinozyten nachgewiesen werden [20,79].

Vergleicht man die Ergebnisse dieser Arbeit mit denen der Arbeitsgruppe C.E. Ribe beziiglich
der Epidermis wird ersichtlich, dass der prozentuale Anteil H2A.J-positiver Zellen der
unbestrahlten Hautproben in der Altersklasse 1 — 10 Jahren (53%) Uber den in Vorarbeiten
erhobenen Werten (Altersklasse 18 — 30 Jahren = 20%) liegen. Auch die schichtspezifische
Anhaufung von H2A.J weicht von den Ergebnissen vorangegangener Arbeiten ab. In dieser Arbeit
wurde der hdchste prozentuelle Anteil an H2A.J-positiven Keratinozyten im Stratum granulosum
nachgewiesen, wohingegen er in vorangegangenen Versuchen im Stratum spinosum
nachweisbar war. Die Ergebnisse nach Bestrahlung sind ebenfalls divergent zu den zuvor
erhobenen Ergebnissen fir humane abdominelle Epidermis. Unterschiede innerhalb der
Versuche gab es bei den verschiedenen Auswertezeitpunkten. In den Versuchen dieser Arbeit
wurden die Proben 24 Stunden nach Bestrahlung fixiert und analysiert, in vorangegangenen
Arbeiten nach 48 - 72 Stunden. Zur Validierung der Ergebnisse ware ein Abgleich mit bereits
etablierten ex-vivo Biomarkern wie R-GAL oder pl6™K4a denkbar. Eine Doppelmarkierung
humaner Epidermis mit Antikorpern gegen H2A.J und p16™42 konnte bis dato noch nicht etabliert
werden. Selbst wenn verschiedene seneszente Zelltypen gemeinsame Biomarker besitzen,
kénnen verschiedene Subpopulationen der Haut je nach Zelltyp, Lokalisation und Gewebekontext
aufgrund unterschiedlicher molekularer Pfade spezifische seneszente Phanotypen entwickeln.
Folglich ware die Verwendung mehrerer etablierter Marker erforderlich, um seneszente Zustande
adaquat zu identifizieren und zu beschreiben [79]. Die Ergebnisse dieser Arbeit weichen
groltenteils von dem Konsens der zuvor erhobenen Ergebnisse ab, da méglicherweise die vorher
erlangten Erkenntnisse nicht direkt und uneingeschréankt auf das junge Probandenklientel und
praputiale Epidermis tbertragbar sind.

Die H2A-Familie stellt mit 19 Mitgliedern die gréf3te und funktionell vielfaltigste Klasse der Histone
dar [42,55]. Bei 11 dieser Mitglieder handelt es sich um kanonische Varianten, die sich
untereinander in nur wenigen Aminosauren unterscheiden. Die ibrigen 8 Subtypen (H2A.X,
H2A.Z, macro-H2A, short-H2A, H2A. W, H2A.M, H2A.1, H2A.J) sind in ihrer Aminoséuresequenz
und funktionellen Spezialisierung deutlich divergenter und das vor allem in den C- und N-

terminalen Enden. Die Heterogenitat der C-Termini scheint eine Schlisselkomponente fir die
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funktionelle Vielfalt der einzelnen Histonsubtypen zu sein [5,58]. Dies gilt in besonderen Mal3e
auch fur die hier untersuchte Histonvariante H2A.J. Tanaka et al. zeigten, dass das C-terminale
Ende der Histonvariante H2A.J die strukturellen Integritdt des Nukleosoms nicht beeinflusst,
sondern eher eine Anlaufstelle fiir verschiedene Expressionsfaktoren darstellt [86].

Der Grof3teil der bisher erhobenen H2A.J Daten stammt, bis auf wenigen Ausnahmen (siehe
Arbeitsgruppe C.E. Ribe), von Fibroblasten in Zellkultur. Im Gegensatz dazu finden sich in der
Literatur nur wenig vergleichbare Untersuchungen in lebenden heterogenen Geweben wie der
Epidermis. Dies mag der Tatsache geschuldet sein, dass die Detektion seneszenter Zellen im
lebenden Organismus ungleich schwieriger und technisch limitiert ist. Die technische Limitation
bereits bekannter Biomarker zeigt die klinische Relevanz eines effektiven und potenziell
gewebeunabhangigen Seneszenzmarkers auf.

Unabhéngig von der Bestrahlung nimmt die Verteilung der H2A.J-positiven Zellen ausgehend
vom Stratum germinativum zum Stratum granulosum innerhalb der Epidermis zu. Diese
Beobachtung kdnnte mitunter die auf dem Weg vom Stratum basale zum Stratum corneum
stattfindenden Chromatinumlagerungen wahrend der physiologischen Differenzierung humaner
Keratinozyten widerspiegeln. Zudem besteht die Mdoglichkeit, dass H2A.J den terminalen
Differenzierungsvorgang fordern konnte. Insgesamt scheint die erhohte H2A.J-Expression in den
differenzierten Epidermisschichten ein Hinweis fur ein verringertes Proliferationspontential im
Rahmen der fortgeschrittenen Differenzierung zu sein [79]. Um die Eignung von H2A.J als
potentiellen Differenzierungsmarker zu prifen bedarf es weiterer Untersuchungen und dem
Abgleich mit etablierten epidermalen Differenzierungsmarker wie z.B. Involucrin, einem ldslichen
Proteinvorlaufer der vernetzten Hulle terminal differenzierter Keratinozyten in zuklnftigen
Arbeiten [25,97].

Komplementédr zur Zunahme H2A.J positiver Zellen im Stratum granulosum, weist die
Abwesenheit Ki67-positiver in dieser Zellschicht auf den physiologischen Proliferationstopp im
Laufe der Differenzierung hin. In der Literatur gibt es unterschiedlich Angaben bezlglich
guantitativen Expression von Ki67 in menschlicher Haut abhangig von deren Lokalisation und
chronologischem Alter [69,73,92]. Besonders in Hinblick auf das junge gesunde Spenderklientel
dieser Arbeit (n =19, Alter 1 — 10 Jahre) gibt es kaum vergleichbare Angaben. Die exemplarischen
Doppelmarkierung (siehe Abbildung 16, weil3e Pfeile) mit H2A.J und Ki67 zeigt eindeutig eine
inverse Korrelation. Dieses Ergebnis legt nahe, dass H2A.J nur in nicht mehr proliferierenden

Zellen exprimiert wird, was im Einklang mit Ergebnissen vorangegangener Arbeiten steht [79].
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6.4 Klinische Relevanz

Aufgrund der stetig steigenden Bedeutung der Radiotherapie und der hierbei angewendeten
ionisierenden Strahlung im Rahmen interdisziplindrer Krankheitsbilder, steigt ebenso das
Interesse an mdglichen Nebenwirkungen. Obgleich diese Form der Therapie in vielen Fallen zu
einer adaquaten Tumor- / Krankheitskontrolle fihrt, gibt es nicht zu vernachlassigende
Nebenwirkungen, besonders fir das unmittelbar angrenzende gesunde Gewebe, welches sich
oftmals mit im Strahlenfeld befindet. Selbst durch deutliche geringere Dosen als die in dieser
Arbeit verwendeten, werden DSBs induziert, die bei Uberschreiten der Reparaturkapazitat einen
maoglichen Ausléser pramaturer Seneszenz darstellen [74]. Aufgrund der erhaltenen
metabolischen Aktivitat und dem inflammationsfordernden SASP steigt das Entartungsrisiko
unmittelbar benachbarter Zellen, wenn seneszente Zellen nicht konsequent durch immunologisch
aktive Zellen aus dem Organismus entfernt werden. Dariiber hinaus unterbindet die seneszente
Zelle durch ihren Proliferationsstopp jegliche Weitergabe fehlerhafter DNA an die Tochterzelle
und erflllt dadurch eine wichtige Funktion im Kontext der Tumorsuppression [19,21,47,82]. Die
Fahigkeit des Immunsystems seneszente Zellen chemotaktisch zu erkennen und zu entfernen,
scheint mit steigendem Alter abzunehmen. Die Erforschung und Entwicklung von Prozessen mit
dem Fokus der Eliminierung seneszenter Zellen aus dem Zellverbund (Senolytika) hat mit der
Inhibition von Mitgliedern der BCL-2-Familie und der Anwendung von P194RF-Antik6rpern in
muriner Haut bereits erste Erfolge verzeichnen kénnen [15,102].

Neben adulten Patienten bedarf es im Rahmen bestimmter onkologischer Erkrankungen auch
der radiotherapeutischen Behandlung pdadiatrischer Patienten mit all ihren Konsequenzen.
Neuesten Arbeiten zufolge ist die Verteilung seneszenter Zellen, vermutlich aufgrund oben
genannter Vorgange, in den jeweiligen Altersgruppen unterschiedlich [79]. Aus diesem Grund ist
die Erforschung seneszenter Ablaufe, gerade im Hinblick auf das geringe Alter péadiatrischer
Patienten und dem damit verbundenen Malignitatspotenzial im Zusammenhang mit ionisierender
Strahlung und verbleibender Lebenszeit von grofem Interesse [88]. Die Ergebnisse konnen im
Kontext der Altersgruppen genutzt werden, um etwaige altersabhangige Prozesse zu beleuchten.
Um die Grundlagenforschung auf dem Gebiet der zellularen Seneszenz voranzutreiben und die
Etablierung adaquater Senolytika zu fordern, bedarf es jedoch einem universell einsetzbaren
Biomarker, der die zugrundliegenden Zusammenhdnge von Seneszenz und Tumorgenese/-

suppression darstellt.
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6.5 Zusammenfassende Interpretation

Zusammenfassend konnte anhand der erhobenen Ergebnisse kein Hinweis auf eine Korrelation
zwischen Bestrahlung und der H2A.J-vermittelten Seneszenz in humaner praputialer Epidermis
gefunden werden. Es waren keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu den unbestrahlten
Kontrollgruppen und den bestrahlten Versuchsgruppen (24 Stunden nach Bestrahlung)
nachweisbar. Die schichtspezifische bestrahlungsunabhéngige Verteilung von H2A.J gibt
Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang zwischen H2A.J und der physiologischen
Differenzierung der Keratinozyten. Um die erlangten Ergebnisse im Kontext der bereits gewonnen
Erkenntnisse einordnen zu konnen bedarf es weiterer Untersuchungen auf dem Gebiet der
H2A.J-vermittelten Seneszenz und der Korrelation von H2A.J im Zusammenhang mit der

Differenzierung von Keratinozyten.
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Abkurzungsverzeichnis

7.4 Abkirzungsverzeichnis

AK
Aqua dest.
bp
cDNA
DAPI
DNA
DDR
DSBs
engl.
Em.
Ex.

FITC

H2A.J

IFM

kDa
mM

OoP

Antikorper

Destilliertes H,0

Basenpaare; engl.: base pairs

Komplementére DNS; engl.: complementary DNA
4',6-Diamidin-2-phenylindol, DNA-Fluoreszenzfarbstoff
Desoxyribonukleinsdure; engl.: Desoxyribonuclein acid
DNA-Schadensanwort; engl.: DNA damage response
Doppelstrangbriiche; engl.: double-strand breaks
englisch

Emission

Extinktion

Fluorescein isothiocyanate

Histon

H2A-Histonvariante

Immunfluoreszenz-Mikroskopie

lonisierende Strahlung; engl.: lonizing radiation
kiloDalton

millimolar

Operation
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p53

Pat. Nr.
PBS
PET
PFA
rpm
RPMI
SASP
SD
SEM
SMC
SSBs
TR
UV-Strahlung
XRCC4

U. N.

Transkriptionsfaktor, Tumorsuppressor-Protein
Signifikanzwert

Patientennummer

Phosphate Buffered Saline
Polyethylenterephthalat

Paraformaldehyd

rounds per minute

Roswell Park Memorial Institute (Nahrmedium)

Seneszenz-assoziierter-sekretorischer-Phanotyp

Standardabweichung; engl.: standard deviation
Standardfehler; engl.: standard error of mean
Structural maintenance of chromosomes
Einzelstrangbriiche; engl.: single-strand breaks
Texas red

Ultraviolette Strahlung

X-ray repair cross-complementing protein 4

Uber Nacht
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