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1. Urspriingliche Aufgabenstellung und wissenschaftlicher und technischer Stand

Bei der Antragstellung wurden folgende Ziele fiir die Verbundpartner definiert: ,,...Mittels Radionuk-
lid markierten Oligonukleotiden (TFO) sollen in Kernen ausgewahlter Zellinien DNA-Schaden spezi-
fisch induziert werden (Partner: FZ Jilich). Die Auswahl der Schadensorte erfolgt an definierten
Chromatinloci, so dass neben einzelnen auch multiple Schaden gezielt induziert werden. Mittels
hochauflésenden Mikroskopieverfahren (Fluoreszenz-Lokalisationsmikroskopie (Partner: Universitat
Heidelberg) und Transmissions-Elektronen-mikroskopie (Partner: Universitatsklinikum des Saarlan-
des) werden die topologischen Verdanderungen der Chromatinumgebung nach der Schadigung und
wahrend der darauf folgenden Reparatur systematisch in der naheren und ferneren Umgebung im
Zellkern untersucht. Hierzu werden Hetero- und Euchromatin mittels Antikérper sowie repetitive
Sequenzen mittels fluoreszenter Oligonukleotide spezifisch markiert und analysiert. Die Topologien
der Strangbriiche (Bruchenden), Targetregionen (yH2AX-Foci) und Reparaturfoci (Rekrutierung der
relevanten DNA-Reparaturproteine) werden mittels hochauflésenden Mikroskopieverfahren detek-
tiert und mittels mathematischer Verfahren (Partner: Universitat Heidelberg) analysiert. Durch sys-
tematischen Vergleich sollen charakteristische Parameter der Chromatinarchitektur und Repara-
turfoci ermittelt und mit der Strahlenresistenz der ausgewahlten Zellen korreliert werden....”

Es war allgemein anerkannt, dass die Komplexitat von Doppelstrangbriichen eine Hauptursache fir
die adversen Effekte von ionisierender Strahlung ist. Der Zusammenhang zwischen dem Risiko fur
adverse zelluldre Effekte in geschadigten Zellen und der initialen Komplexitat einer DNA Lasion, spe-
ziell in Bezug auf die aktivierten und zum Zuge kommenden Reparaturwege, inklusive Umorganisati-
on des Chromatins, wurde als eher spekulativ angesehen. Die Anzahl der initial gleichzeitig auftre-
tenden Doppelstrangbriiche hdangt von der Dosis und dem LET der Strahlung ab. Doppelstrangbriiche
scheinen nicht rein zufallig aufzutreten. Der Grad der Kondensation des Chromatins schien dafir
ursachlich zu sein. Allerdings hatten jlingere Untersuchungen gezeigt, dass die Induktion von Doppel-
strangbriichen in Heterochromatin eine sofortige Umorganisation dieser Bereiche bewirkt, die nach
der Reparatur wieder rlickgangig gemacht werden kann. Dies sprach dafir, dass die raumliche Chro-
matinorganisation mit Strahlenempfindlichkeit und Reparatur eng korreliert sein musste. Betrachtete
man also die Reparaturprozesse, so benétigen sie alle eine Sequenz unterschiedlicher Proteine in
unterschiedlichen Mengen, die ,just-in-time” an den DSB rekrutiert und wieder entfernt werden
miissen. Obwohl man diese Reparaturproteine mittlerweile ausfihrlich untersucht und viele Ablaufe
verstanden hatte, blieb es ungeklart, wie eine schnelle zellulare Antwort auf einen Schaden dazu
flihrt, dass an einem bestimmten Schadensort gerade ein bestimmtes initiales Reparaturprotein re-
krutiert wird, wahrend andere Gberhaupt nicht, spater oder friher rekrutiert werden. Da die Chro-
matinarchitektur Transportvorgange entscheidend beeinflusst, waren die genannten Ziele direkt
hierzu von Bedeutung. Es sollte also Mechanismen geben, die an jedem Ort instantan zur Verfliigung
stehen und dazu fihren, mit weiter reichenden Veranderungen der Chromatinorganisation als Gan-
zes zu korrelieren. Aufbauend auf eigenen mikroskopischen Arbeiten auf der Mikro- und Nanoskala
sollten geometrische und topologische Parameter erfasst werden.

2. Ablauf des Vorhabens

Bedingt durch Restriktionen wahrend der Corona-Pandemie gab es in Abstimmung mit dem Projekt-
trager zeitliche und inhaltliche Verschiebungen im Ablauf der Arbeitspakete. Dariiber hinaus wurden
im Teilprojekt des FZ Jilich die TFO-bezogenen Untersuchungen aus personellen Griinden nicht um-
gesetzt, wie urspriinglich projektiert, sondern durch Versuche unter Nutzung von Basenanaloga zur
Setzung von komplexen DNA Doppelstrangbriichen in definierten Zellzyklusphasen ersetzt. Die Bear-
beitung dieser Praparate mit Exposition der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen erforderte



Anderungen in den entsprechenden Arbeitspaketen, die jedoch ohne prinzipielle Anderungen der
Aufgabenstellung zielfiihrend durchgefiihrt wurden.

3. Wesentliche Ergebnisse in Zusammenarbeit mit den Verbundpartnern FZ-Jilich und Kli-
nikum des Saarlandes

3.1. Es wurde eine Toolbox zur Auswertung von Koordinatendatensatzen programmiert, die durch
Einzelmolekdl-Lokalisationsmikroskopie erstellt wurden. Neben statistischen Daten zu Punktwolken
und Clusterungsverfahren stellt die Ripley-Statistik paarweiser Punktabstiande ein geeignetes Tool
dar, lokale Geometrien zu erfassen. Basierend auf Persistenter Homologie konnen sowohl lokale
auch den gesamten Zellkern erfassende Topologien von Chromatin berechnet und verglichen wer-
den. Darliber hinaus kdénnen durch Hauptkomponentenanalyse wesentliche Verdanderungen des
Chromatins wahrend der DNA-Reparatur untersucht und von Effekten ,biologischen Rauschens”
getrennt werden.

3.2. Die rdaumliche Organisation von Heterochromatin verandert sich mit der Aktivierung von Funkti-
onen und damit auch bei der DNA-Reparatur. Dagegen zeigt die raumliche Organisation von yH2AX-
Clustern keinen Unterschied in Bezug auf das Zellschicksal. Die Zahl der Cluster reprasentiert die Zahl
der Schaden. Die raumliche Organisation der yH2AX-Cluster scheint zunachst an allen Schadensorten
innerhalb biologischer Unscharfen gleich.

3.3. low-LET Elektronen aus radioaktivem Zerfall fihren bei geringer Dosis (< 100 mGy) zu ein bis zwei
Schadensfoci im Zellkern. Es bilden sich yH2AX Cluster, die wie bei Photonen- und lonenstrahlungs-
schaden Doppelstrangbriiche signalisieren und bei entsprechender Reparatur von 53BP1 abgedeckt
bzw. von MRE11 inkorporiert werden. Findet ein solcher Doppelstrangbruch im Heterochromatin
statt, kann es zunachst im Gegensatz zu Schaden bei héheren Dosen zu keiner Relaxation des Hete-
rochromatins kommen, so dass yH2AX und H3K9me3 Marker kolokalisieren und sich in ihrer raumili-
chen Organisation aneinander anpassen.

3.4. Strahlenresistente Zellinien (z.B. SkBr3) zeigen geringere topologische Veranderungen nach Be-
strahlung mit unterschiedlichen Dosen als strahlensensitive Zellinien (z.B. Jurkat). Nach einer Strah-

lenexposition durch '

I-UdR oder externe Strahlenquellen kommt es entlang der anschlieBenden er-
folgreichen Reparatur zu einer reversiblen Umorganisation. Jurkat-Zellen mit entsprechender Strah-
lenexposition und zu verschiedenen Reparaturzeiten wurden vom Partner FZ-Jilich zur Verfligung
gestellt.

3.5. MRE11 stellt einen ,,FuBabdruck” von Chromatin dar und ist ein idealer Marker zur Analyse der
Chromatinorganisation mittels topologischer Methoden. Es konnte gezeigt werden, dass nach Exposi-
tion mit hoch-LET Elektronen oder lonen Zellen wie Jurkat oder U87 zwar eine vollstdandige Reparatur
abwickeln kénnen, jedoch abschlieRend eine andere Chromatinorganisation als vor der Strahlenex-
position aufweisen. Dagegen ist nach low-LET Photonenbestrahlung eine zyklische Re-Organisation
des Chromatins moglich.

3.6. YH2AX sowie 53BP1 Cluster zeigen eine definierte Topologie, die sich wahrend der Reparatur
andert. Wahrend hier bei Photonenstrahlung bei Fibroblasten ein zyklischer Verlauf beobachtet wur-
de, der im Bereich der Kontrollen endete, waren die Reparaturverldufe nach Inkorporation von 1251
UdR zwar zyklisch aber separiert von den Kontrollen. 53BP1 bildet ebenfalls Cluster, die von der Be-
handlung in der GroRe relativ unabhangig sind. Bei den Jurkat-Zellen liegt die grote Zahl der Cluster
1 Stunde nach Reparaturstart vor, die sich jedoch topologisch je nach Behandlung unterscheiden
kénnen. Wie bei den yH2AX Clustern beobachtet man nach low-LET Photonenbestrahlung einen zyk-
lischen Verlauf der Topologie im Latentraum, was bei der high-LET Behandlung nach **’I-UdR Inkor-

poration nicht zu beobachten war.
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1. Ablauf des Projektes

Das Projekt wurde zum 1.10.2020 fiir eine Laufzeit von 3 Jahren (Projektende 30.9.2023) bewilligt. Im
Verlauf des Projektes gab es jedoch einige Anderungen in den Arbeitspaketen, ausgeldst insbesonde-
re in Anderungen des Vorgehens durch den Verbundpartner FZ liilich, die es erforderlich machten,
das Projekt kostenneutral bis zum 30.3.2024 zu verlangern.

Bei der Antragstellung wurden folgende Ziele fiir die Verbundpartner definiert:

,»-..Mittels Radionuklid markierten Oligonukleotiden (TFO) sollen in Kernen ausgewahlter Zellinien
DNA-Schaden spezifisch induziert werden (Partner: FZ Jilich). Die Auswahl der Schadensorte erfolgt
an definierten Chromatinloci, so dass neben einzelnen auch multiple Schaden gezielt induziert wer-
den. Mittels hochauflésenden Mikroskopieverfahren (Fluoreszenz-Lokalisationsmikroskopie (Partner:
Universitat Heidelberg) und Transmissions-Elektronen-mikroskopie (Partner: Universitatsklinikum des
Saarlandes) werden die topologischen Verdnderungen der Chromatinumgebung nach der Schadigung
und wahrend der darauf folgenden Reparatur systematisch in der ndheren und ferneren Umgebung
im Zellkern untersucht. Hierzu werden Hetero- und Euchromatin mittels Antikdrper sowie repetitive
Sequenzen mittels fluoreszenter Oligonukleotide spezifisch markiert und analysiert. Die Topologien
der Strangbriiche (Bruchenden), Targetregionen (yH2AX-Foci) und Reparaturfoci (Rekrutierung der
relevanten DNA-Reparaturproteine) werden mittels hochauflésenden Mikroskopieverfahren detek-
tiert und mittels mathematischer Verfahren (Partner: Universitat Heidelberg) analysiert. Durch sys-
tematischen Vergleich sollen charakteristische Parameter der Chromatinarchitektur und Repara-
turfoci ermittelt und mit der Strahlenresistenz der ausgewahlten Zellen korreliert werden....”

Flr das Teilprojekt der Universitat Heidelberg, liber das hier berichtet wird, ergaben sich folgende

Arbeitspakete:

G1 Etablierung derselben geeigneten Zellinien in allen Partnerlaboratorien.

H1 Bestimmung algebraischer Topologien von yH2AX Clustern in Bezug zu benachbarten Chro-
matinregionen (Hetero-, Euchromatin, SINEs, LINEs).

H2 Bestimmung und Topologien initialer Reparaturproteine in Korrelation zu yH2AX Topo-

logien/Korrelation von yH2AX und lokaler Reparaturweg-Entscheidung.

H3.1 Bestimmung von Topologien und Netzwerkcharakteristika von Chromatinkonformationen in
potentiellen Schadensbereichen (Kontrollen ohne Strahlenexposition).

H3.2 Bestimmung von Topologien und Netzwerkcharakteristika von Chromatinkonformationen in
geschadigten Bereichen nach Strahlenexposition.

H4 Bestimmung von Topologien von Chromatinkonformationen in den zu Schadensregionen
komplementaren Bereichen.

H5 Optimierung der SMLM Beleuchtung.

G2 gemeinsame Erstellung von Zusammenfassungen (Berichten) und Publikationen.

Bedingt durch Restriktionen wahrend der Corona-Pandemie gab es in Abstimmung mit dem Projekt-
trager zeitliche und inhaltliche Verschiebungen im Ablauf der Arbeitspakete (siehe Zwischenberichte
2021/22). Dariiber hinaus wurden im Teilprojekt des FZ Julich die TFO-bezogenen Untersuchungen
aus personellen Griinden nicht umgesetzt, wie urspriinglich projektiert, sondern durch Versuche
unter Nutzung von Basenanaloga zur Setzung von komplexen DNA Doppelstrangbriichen in definier-
ten Zellzyklusphasen ersetzt. Die Bearbeitung dieser Praparate mit Exposition der Zellen in den ver-
schiedenen Zellzyklusphasen erforderte Anderungen (auf die Verwendung von Oligonukleotid-
Markierungen wurde verzichtet) in den entsprechenden Arbeitspaketen, die jedoch ohne prinzipielle
Anderungen der Aufgabenstellung zielfiihrend durchgefiihrt wurden.



2. Verwendung der Zuwendung

Trotz Anderungen in den Arbeitspaketen kann der Verlauf des Projektes als erfolgreich angesehen
werden. So konnten erstmals umfangreiche Ergebnisse erzielt werden, die zeigen dass lokale strah-
leninduzierte Schadigungen des Chromatins, sowohl durch lokale Elektronenemitter als auch durch
Exposition von auBen, zu einer Reaktion des gesamten Zellkernchromatins fiihren und dadurch
Transportvorgange, wie die Rekrutierung von Reparaturproteinen, entscheidend beeinflussen. Es
konnten erstmals neue mathematische Verfahren auf Ergebnisse hochauflésender Lokalisationsmik-
roskopie angewendet werden, die zeigen, dass erfolgreiche Reparaturvorgiange die Chromatinorgani-
sation im wesentlichen in die Ausgangsformation zurilickfiihren, wahrend persistierende Schaden
oder unvollstandige Reparaturvorgange in einer Umorganisation des Chromatins resultieren. Die
Ergebnisse wurden und werden in Form von wissenschaftlichen Veréffentlichungen der Wissenschaft
zur Verfligung gestellt, so dass diese wissenschaftlichen Grundlagen sowohl verbesserten Entwicklun-
gen strahlenmedizinischer Therapieverfahren als auch Entwicklungen zu Methoden der Dosimetrie
und des Strahlenschutzes zu Verfligung stehen.

3. Wissenschaftliche Ergebnisse

Zu den nachfolgenden wissenschaftlichen Ergebnissen werden die obengenannten Arbeitspakete
zugeordnet.

3.1. Software zur geometrischen und topologischen Analyse von Zellkernen (H1, H2, H3.1,
H3.2, H4)

Die in den folgenden Kapiteln beschriebenen Ergebnisse beruhen auf Messungen mittels hochauflo-
sender Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie®, die er erlaubt, die raumliche Anordnung eines Fluo-
reszenmolekiils mit einer Genauigkeit von ca. 10-20 nm je nach Qualitdt der Praparate zu erfassen.
Hierzu werden Fluoreszenz-Praparate wie in der normalen Lichtmikroskopie erstellt. Im Gegensatz
zur normalen Lichtmikroskopie wird von einem Zellkern eine Bildserie von bis zu 2000 Bildern unter
Beleuchtung mit hoher Laserleistung aufgenommen. Wahrend dieses Vorgangs werden die Fluores-
zenzmolekile stochastisch zum Blinken angeregt. Aus der zeitlichen Bildserie kdnnen die Koordinaten
der einzelnen Fluoreszenzmolekiile genau bestimmt und in eine Koordinatenmatrix tberfihrt wer-
den?. Auf Basis dieser Koordinaten werden nun statische, geometrische und topologische Rechenver-
fahren angewendet, die Auskunft Uiber zentrale Eigenschaften der Chromatinorganisation geben.
Dabei bestimmt die Wahl der Markierungsantikorper die Spezifitdt des Messobjektes. Eine Bilddar-
stellung ist fiir die Auswertung nicht notwendig, kann aber aus den Ergebnissen erstellt werden.

Da zu Projektbeginn nur statische Softwaretools zur Verfligung standen, wurde ein umfassendes
Softwarepaket?® erstellt. Mit dieser Software lassen sich Haufigkeiten von detektierten Punkten, Clus-
tern, Clusterflachen etc. bestimmen, wobei Cluster mit Hilfe des DBScan-Verfahrens ermittelt werden
kénnen. Hier wird ein Cluster durch eine Mindestzahl an benachbarten Punkten innerhalb eines vor-

! Hugelier, S.; Colosi, P.L.; Lakadamyali, M. Quantitative Single-Molecule Localization Microscopy. Ann. Rev.
Biophys. 2023, 52, 139-160.

2 Hausmann, M.; lli’c, N.; Pilarczyk, G.; Lee, J.-H.; Logeswaran, A.; Borroni, A.; Krufczik, M.; Theda, F.; Waltrich,
N.; Bestvater, F.; et al. Challenges for Super-Resolution Localization Microscopy and Biomolecular Fluorescent
Nano-Probing in Cancer Research. Int. J. Mol. Sci. 2017, 18, 2066

3 Weidner, J.; Neitzel, C.; Gote, M.; Deck, J.; Kiintzelmann, K.; Pilarczyk, G.; Falk, M.; Hausmann, M. Advanced
image-free analysis of the nano-organization of chromatin and other biomolecules by Single Molecule Localiza-
tion Microscopy (SMLM). Comput. Struct. Biotechn. J. 2023, 21, 2018-2034.



gegebenen Radius definiert. Die darliber hinaus gehenden Verfahren sind in Abbildung 1 zusammen-
gefasst.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Auswerteverfahren lokalisationsmikroskopischer Daten. Geometrisch-statische
Ergebnisse kdnnen aus den Ripley-Plots gewonnen werden, wahrend die Persistente Homologie Informationen zur Topolo-
gie und topologischen Ahnlichkeit von Punktmustern liefert. Die Hauptkomponentenanalyse (PCA), angewendet auf die
topologischen Daten fiihrt zu einer Merkmalsreduzierung im Latentraum, der die wesentlichen Organisationen des Chroma-
tins und seine Verdnderungen widerspiegelt.

Aus der Koordinatenmatrix (Ortematrix) wird bei der Ripley-Statistik die (relative) Haufigkeit aller
paarweisen Abstdande zwischen den einzelnen Punkten erstellt. Ein Peak zeigt eine Clusterbildung
(Peakbreite = ClustergroRRe, Peakhdohe = Haufigkeit der Cluster), wahrend eine Linear ansteigende
Haufigkeit eine zuféllige Punktverteilung darstellt. Flach auslaufende Kurven stellen einen geringen
zufélligen Hintergrund oder eine geordnete Verteilung dar. Ripley Haufigkeiten kdnnen auch nur auf
Abstande der nachsten Nachbarn oder weiterer jedoch nicht aller Nachbarn beschrankt werden.
Beim Verfahren der Persistenten Homologie wird um jeden Messpunkt (= Komponente) ein Kreis
gelegt, dessen Radius man ansteigen ldsst. Diesen steigenden Radius stellt man als Balken dar. Wenn
sich zwei Radien treffen, enden die Balken der Kreise und die beiden Komponenten verschmelzen zu
einer. Dies wird fortgesetzt, so dass sich schlieRlich eine geschlossene Komponente bilden kann, die
im Inneren nicht von Kreisen Uberdeckt wird. Wenn ein solches Loch entsteht, beginnt eine separater
Balken, der dann endet, wenn das Loch vollstdandig durch Kreisflichen Uberdeckt ist. Bei einem
Punktmuster, das einem molekularen Netzwerk, wie z.B. Heterochromatin, entspricht stellen Kom-
ponenten und Locher ein MaR fiir Knoten und Maschen eines Netzes dar. Mit Hilfe des Jaccard-Index
kénnen Netze auf Ahnlichkeit verglichen werden.



Aus den Daten der Balken kann ein Graph erstellt werden, bei dem die Lange des Balkens (lifetime)
gegen den Geburtsradiuswert (birth) des Balkens aufgetragen wird. Legt man lber diesen Graphen
ein Rechteckraster wie bei einer Kamera entsteht ein Persistentes Bild, das in den einzelnen Pixeln
unterschiedliche Punktzahlen (lifetime vs. birth) enthalt.

Bei einer Messreihe erhalt man fiir jeden Kern oder jeden Schadensfokus in einem Kern ein solches
Persistentes Bild. Wenn nun von allen Kernen oder Schadensfoci jeweils das 1., das 2., das 3.,....das n-
te Pixel hinsichtlich Punktzahl und Varianz der Punkte betrachtet, erhalt man einen n-dimensionalen,
orthogonalen Merkmalsraum. Dieser wird mittels Hauptkomponentenanlayse (PCA = Principal Com-
ponent Analysis) auf die beiden Dimensionen reduziert, bei denen die Varianzen am gréften sind
(Hauptkomponente 0 und 1), was dann im Plot eines zweidimensionalen Latentraumes dargestellt
wird.

Der Gedanke hinter diesem Verfahren ergibt sich aus der Biologie des Chromatins: Chromatin hat
eine raumliche Ordnung, die mit der Funktion der jeweiligen Chromatinabschnitte korreliert ist*. So
miissen beispielsweise aktive Gene im Euchromatin gut zugdnglich sein fiir Proteine und RNA. Wah-
rend inaktive Gene oder andere nicht Protein kodierende Sequenzen im Heterochromatin dicht ver-
packt sein kdnnen. Diese Chromatinver- oder -entpackung ist mit einer zufalligen lokalen Flexibilitat
verbunden. Diese ,Unscharfe” in der Chromatinorganisation ist fiir evolutive Veranderungen von
Bedeutung, erschwert jedoch eindeutige Messungen der Chromatinorganisation. Da dieses ,biologi-
sche Rauschen” jedoch fiir Chromatinumorganisationen wahrend der Reparatur von Strahlenschaden
von untergeordneter Bedeutung ist, wurde ein Verfahren entwickelt, das nur die dominanten Veran-
derungen darstellt.

Fazit: Es wurde eine Toolbox zur Auswertung von Koordinatendatensétzen programmiert, die
durch Einzelmolekiil-Lokalisationsmikroskopie erstellt wurden. Neben statistischen Daten zu
Punktwolken und Clusterungsverfahren stellt die Ripley-Statistik paarweiser Punktabstdnde
ein geeignetes Tool dar, lokale Geometrien zu erfassen. Basierend auf Persistenter Homolo-
gie kénnen sowohl lokale auch den gesamten Zellkern erfassende Topologien von Chromatin
berechnet und verglichen werden. Dariiber hinaus kénnen durch Hauptkomponentenanalyse
wesentliche Verédnderungen des Chromatins wdhrend der DNA-Reparatur untersucht und von
Effekten , biologischen Rauschens” getrennt werden.

3.2. Untersuchungen zur Reorganisation von Chromatin in quieszenten Zellen und nach
Stimulation der Proliferation bzw. Strahlenexposition (H1, H3.1, H3.2)

Als Grundlage fiir die Arbeitshypothese, dass die Chromatinorganisation im Zellkern neben lokalen
Reaktionen, wie Transkription eines Genes oder Reparatur eines DNA-Schadens, stets als Ganzes und
in einer charakteristischen Art und Weise Umorganisationen zeigt, wurden Zellpraparate genutzt, die
260 Tage unter Kontaktinhibition der Proliferation in derselben Kulturflasche kultiviert wurden. Alle
14 Tage wurde Medium gewechselt. Die Vitalitat der Zellen wurde durch pH Messung des Mediums
bestatigt. Durch diese Stillstellung (Quieszenz) regulieren Zellen alle Gene auf ein Minimum herunter,
ohne dass ein zusatzlicher molekularbiologischer Eingriff notwendig wird. In Abbildung 2a ist der
Latentraum der Heterochromatinorganisation fiir verschiedene Zellinien aufgetragen. Es fallt auf,
dass Zellen gleicher Linie aus unterschiedlichen Experimenten im Rahmen der biologischen Variabili-

4 Hausmann, M.; Hildenbrand, G.; Pilarczyk, G. Networks and islands of genome nano-architecture and their
potential relevance for radiation biology. In: Nuclear, Chromosomal, and Genomic Architecture in Biology and
Medicine, Kloc, M.; Kubiak, J.Z.; Results and Problems in Cell Differentiation 70, 2022, pp. 3-34



tat kolokalisieren (rote Kreise). Insbesondere sieht man bei Fibroblasten, dass es eine Verschiebung
der quieszenten gegeniber den proliferierenden gibt. Allerdings kehren die wieder ,aufgeweckten”,
also die erneut zur Proliferation stimulierten Zellen an den Platz der dauerhalt proliferierenden zu-
rick. Diese Reversibilitdt in der Topologie des Heterochromatins (H3K9me3 Markierung) bei Sti-
mulation der Funktionen ist in Abbildung 2b nochmals vergréRert dargestellt. Zum Vergleich ist eben-
falls die Re-organisation bei Euchromatin (H3K4me3 Markierung) in Abbildung 2c dargestellt.

Da solche Langzeitkulturen aufgrund der Kultivierungsdauer nur in begrenztem Umfang zur Verfi-
gung standen, wurden fir die Bestrahlung nur eine Dosis (2 Gy, 320 keV, 96 cGy/min) und 2 Repara-
turzeiten (1,5 h und 6 h) ausgewahlt. Neben Heterochromatin (H3K9me3 Markierung) wurden noch
die Doppelstrangbriiche durch eine yH2AX Markierung dargestellt. Bestrahlt wurden quieszente Zel-
len im Vergleich zu proliferierenden Zellen (Zellpassage bei 40% Belegung der Kulturflasche). Abbil-
dung 3 zeigt die Ergebnisse der konfokalen Messungen der relativen Fluoreszenzintensitat flr Hete-
rochromatin (H3K9me3 Markierung) und Euchromatin (H3K4me3 Markierung) im Vergleich zu ver-
schiedenen Zelltypen’. Nach Strahlenexposition der quieszenten (dorm in Abb. 3) Zellen ist die Inten-
sitdt von Euchromatin auf das urspriingliche MaR angestiegen (run in Abb.3). Bei Heterochromatin
stellt man bei der frilhen Reparaturzeit einen starken Anstieg fest, der sich auf Relaxation der Hete-
rochromatins und damit auf eine bessere Zuganglichkeit flir die Markierungsantikorper zurtickfihren
|asst. Zur spateren Reparaturzeit nimmt das Heterochromatin scheinbar ab, was aber darauf zurlick-
zufiihren ist, dass das Heterochromatin nach abgeschlossener Reparatur dicht verpackt, und damit
weniger zuganglich fur die Antikorper, vorliegt.
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Abbildung 2: a) Latentraum der 0. Und 1. Komponente der Heterochromatinorganisation (H3K9me3 Markierung) nach PCA
fur verschieden Zellinien. Verschiedene Experimente an gleichen Zellen fiihren zum selben Ergebnis (rote Kreise). Eine
Transfektion (HeLa mod) fiihrt zu einer signifikanten Verschiebung gegeniiber dem Normalfall (HeLa). Auch die funktionale
Stillegung (Quieszenz) fuhrt zu einer signifikanten Verschiebung. b) vergréRerte Darstellung der reversiblen Umorganisation
nach Stillegung und erneuter Proliferation. c) reversible Umorganisation bei Euchromatin (H3K4me3 Markierung).

Die Auswertungen zur Lokalisationsmikroskopie bestatigen dieses Verhalten des Heterochromatins.
Wahrend bei normal proliferierenden Zellen die Heterochromatin-Clusterung zunéachst (1,5 h) teil-
weise aufgeldst wurde, nimmt sie 6h nach der Bestrahlung wieder denselben Zustand an wie vor der
Bestrahlung (siehe auch Abbildung 3). Dagegen ergibt sich bei den quieszenten Zellen ein anderes
Bild. Vor der Bestrahlung sind nur kleinere Cluster erhalten und das Heterochromatin erscheint de-
kondensiert. Nach der Bestrahlung und 6 Stunden Reparatur liegen wie bei den proliferierenden

> Fischer, E.F.; Pilarczyk, G.; Hausmann, M. Microscopic analysis of heterochromatin, euchromatin and cohe-sin
in cancer cell models and under anti-cancer treatment. Curr Issues Mol Biol, 2023, 45: 8152—-8172.



Zellen groRere Heterochromatincluster vor, d.h. die Zellen scheinen auch hier in den normalen Zu-
stand zurlickgekehrt zu sein.
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Abbildung 3: a) Reprdsentative Datensdtze der relativen Mengen an Euchromatin (dargestellt durch H3K4me3) und b)
Heterochromatin (dargestellt durch H3K9me3) von Zellkernen aus verschiedenen analysierten Proben. Die Ordinate ist als
relative Signalintensitdt der jeweiligen Markierungszeiten angegeben. Dargestellt sind die Werte flr Fibroblasten (CRL2522
proliferierend = run; quiescent = dorm; reactivated = wake), U87 Glioblastomzellen und SkBr3 Brustkrebszellen. Die
Boxplots zeigen die Medianwerte (horizontale Linie), die unteren und oberen Quantile (Kastchen) und 2 Standardabwei-
chungen (Fehlerbalken) vom Mittelwert (Kreuz); die Rautensymbole kennzeichnen die AusreiRer.

Die yH2AX-Cluster die sich bei den Doppelstrangbriichen bilden zeigen zwischen quieszenten Zellen
und proliferierenden Zellen jedoch keine signifikanten Unterschiede. Durch die durch Bestrahlung
zusatzlich erzeugten Schadenstellen steigt die Clusteranzahl bei der friihen Reparaturzeit an (Abbil-
dung 4a) und nimmt bei spateren Zeiten wieder ab. Punktdichten in Clustern (Abbildung 4b) variieren
starker zwischen den Reparaturzeiten, zeigen jedoch im Rahmen der biologischen Variabilitat keine
signifikanten Unterschiede. Ebenso zeigen die Distanzverteilungen zu den nachsten Nachbarn in den
yYH2AX-Clustern keine Unterschiede sowohl in den bestrahlen quieszenten als auch proliferierenden
Zellen (Abbildung 4c).
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Fazit: Die réumliche Organisation von Heterochromatin veréndert sich mit der Aktivierung
von Funktionen und damit auch bei der DNA-Reparatur. Dagegen zeigt die réiumliche Organi-



sation von yH2AX-Clustern keinen Unterschied in Bezug auf das Zellschicksal. Die Zahl der
Cluster reprdsentiert die Zahl der Schéden. Die réumliche Organisation der yH2AX-Cluster
scheint zundichst an allen Schadensorten innerhalb biologischer Unschdrfen gleich.

3.3. Untersuchungen zu Chromatinreparatur nach (low-LET) Elektronenbestrahlung (H1,
H2, H3.2)

Die nachfolgenden Experimente waren dadurch motiviert, dass es ein zentrales gemeinsames Ziel
des Verbundes darin bestand, die Wirkung von in die DNA inkorporierte 125I-UdR auf Chromatin
lokal und global zu untersuchen (siehe 3.4. und 3.5.). Im Gegensatz zu diesen Experimenten, bei de-
nen , high-LET” Elektronen Schadigungen hervorrufen, wurden zunachst die Wirkungen von low-LET
Elektronen bei niedrigen Dosen (< 100 mGy) untersucht. Hierzu wurden Leukozyten fir eine Stunde
mit Lutetium-177 (B-Strahler) im Medium inkubiert. AnschlieBend wurden sie 20 min weiterkultiviert,
flr 24 Stunden auf Eis gehalten und schlieBlich fixiert und fir die Lokalisationsmikroskopie paarweise
mit Antikorpern gegen yH2AX und jeweils pATM, 53BP1, MRE11 oder H3K9me3 fluoreszenzmarkiert.
Abbildung 5 zeigt Haufigkeiten fiir den gesamten Kern bzw. fir die jeweilige lokale Region um einen
Schaden (Fokus), die durch eine interaktiv bestimmte Maske definiert wurde. Abbildung 5a zeigt die
Haufigkeit der jeweiligen Markierungsevents im Vergleich zu den jeweiligen Werten von yH2AX Sig-
nalen im jeweiligen Praparat. Wie erwartet liegt eine hohe Zahl von H3K9me3 Events im Kern vor;
allerdings ist die relativ hohe Zahl von H3K9me3 Events innerhalb der interaktiv bestimmten Foci
nicht zu erwarten gewesen, da aus Experimenten mit Photonenstrahlung oder lonenstrahlung bei
hoheren Dosen bekannt ist, dass yH2AX Cluster Heterochromatinmarkierungen (d.h. Methylierungs-
regionen) ausschlieRen®. Bei pATM sieht man, dass dieses bereits innerhalb der Foci abgebaut wurde.
Beim Vergleich von MRE11 im Zellkern und innerhalb der Foci sieht man, eine deutliche Uberhéhung
im Zellkern, was dadurch erklart werden kann, dass sich sehr viel MRE11 auch auRerhalb der Repara-
turcluster befindet und damit nicht an der Reparatur beteiligt ist, ein Phdnomen, auf das in Kapitel
3.5. noch naher eingegangen wird. Auch die Anzahl der Cluster (Abbildung 5b) spiegelt das Verhalten
der Proteine wider. In Abbildung 5c wird die Clusterflache dargestellt. Hier zeigt sich, dass pATM sehr
kleine Cluster im Vergleich zu yH2AX bildet, wahrend 53BP1 gréoRere und MRE11 kleinere Cluster im
Zellkern bildet. Dies ist ebenfalls kompatibel mit bekannten Eigenschaften von Reparaturclustern
nach Photonen- oder lonenbestrahlung, wo 53BP1 Cluster die korrespondierenden yH2AX-Cluster
abdecken oder Uberlappen, wahrend MRE11 in kleineren Clustern in das jeweilig korrespondierende
yH2AX-Cluster inkorporiert zu sein scheint”®. Die mittlere Dichte (Abbildung 5d) ist bei allen Markern
innerhalb der Foci kleiner als bei dem korrespondierenden yH2AX-Cluster.

Das Phanomen, dass H3K9me3 Marker mit yH2AX Marker innerhalb eines Clusters kolokalisieren und
sich nicht ausschlieRen, bedeutet, dass sich zwar ein Doppelstrangbruch im Heterochromatin bildet
(= Formation von yH2AX), das Heterochromatin jedoch nicht zuvor relaxierte, um fiir die Reparatur

® Siehe z.B. Hausmann, M.; Wagner, E.; Lee, J.-H.; Schrock, G.; Schaufler,W.; Krufczik, M.; PapenfuB, F.; Port, M.;
Bestvater, F.; Scherthan, H. Super-Resolution Localization Microscopy of Radiation-Induced Histone H2AX-
Phosphorylation in Rela-tion to H3K9-Trimethylation in Hela Cells. Nanoscale 2018, 10, 4320-4331.

7 Scherthan, H.; Lee, J.-H.; Maus, E.; Schumann, S.; Muhtadi, R.; Chojowski, R.; Port, M.; Lassmann, M.; Bestva-
ter, F.; Hausmann, M. Nanostructure of clustered DNA damage in leukocytes after in-solution irradiation with
the alpha emitter Ra-223. Cancers, 2019, 11, 1877; doi:10.3390/cancers11121877

8Scherthan, H.; Geiger, B.; Ridinger, D.; Miiller, J.; Riccobono, D.; Bestvater, F.; Port, M.; Hausmann, M. Nano-
architecture of persistent focal DNA damage regions in the minipig epidermis weeks after acute-irradiation.
Biomolecules, 2023, 13, 1518. https://doi.org/10.3390/biom13101518



zugénglich zu sein. Ein solcher Effekt wurde bereits von anderen Autoren beobachtet®. Zur Validie-
rung dieses Befunds wurden Kolokalisationsmessungen durchgefiihrt (Abbildung 6) sowie die Topo-
logien (Persistente Homologien) der jeweiligen H3K9me3 Cluster mit yH2AX Clustern durch Bestim-
mung des Jaccard Index verglichen (Abbildung 7).
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Abbildung 5: a) Haufigkeit von Signalen, b) Haufigkeit von Clustern, c) mittlere Clusterfldche, d) mittlere Dichte von Punkten
in Clustern. Dargestellt ist jeweils der Wert fir yH2AX und den zuséatzlichen Marker (H2K9me3, pATM, 53BP1, MRE11) im
ganzen Kern und innerhalb der interaktiv bestimmten Schadensregionen (Foci) (siehe Legende oben rechts).

Kolokalisation bedeutet in der Lokalisationsmikroskpie nicht, dass es zu einem Uberlapp zweier Sig-
nale kommt, sondern dass zwei Molekiile einen definierten Abstand haben, der sich aus der GroRe
der genutzten Marker (Antikorper) ergibt. Daher wurden die Daten so ausgewertet, dass ein immer
kleiner werdender Abstand fiir nachste Nachbarschaft zwischen zwei verschiedenen Molekiilen ana-
lysiert wurde (Abbildung 6). Begonnen wurde bei 90 nm. Hier waren viele Kolokalisationen innerhalb
eines solchen Radius zu finden. Schliefllich waren auch bei einem Abstand von 20 nm (Dimension
eines Antikorpers) noch Kolokalisationen von H3K9me3 Markern und yH2AX Markern zu finden, was
bedeutet, dass es eine Durchdringung der Cluster von H3K9me3 und yH2AX gibt.
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Abbildung 6: a) Beispiel eines Zellkerns mit H3K9me3 Markern (blau) und
YH2AX Markern (griin). Rot zeigt Kolokalisationen der Signale, wobei der
Maximale Abstand kolokalisierender Signale zwischen 95 nm und 20 nm
variiert wurde. b) zeigt die Haufigkeit von kolokalisierenden Punkten (maxi-
male Distanz 20 nm, 50 nm, 95 nm) in yH2AX-Clustern sowohl fiir den gesam-
ten Kern als auch nur fir Schadensfoci im Vergleich zu unbestrahlten Kontrol-
len. Selbst bei 20 nm Abstand findet man signifikant erhohte Kolokalisation.

Der Vergleich der Topologien (Persistente Homologien) zeigte ebenfalls einen erhéhten Jaccard Index
bei H3K9me3 Markern und yH2AX Markern (Abbildung 7). Dies bedeutet, dass sich das Heterochro-
matin und die Enden an der Bruchstelle der DNA strukturell zueinander anpassen, was mit einer Re-

o Gaziev, A; Shaikhaev, G. Limited Repair of Critical DNA Damage in Cells Exposed to Low Dose Radiation. In:
Current Topics in lonizing Radiation Research. Ed. Nenoi, M. IntechOpen, Rijeka, 2012, Chap. 4, pp. 51-80

1 Maté G.; Hofmann, A.; Wenzel, N.; Heermann, D.W. A topological similarity measure for proteins. Biochim.
Biophys. Acta Biomembr. 2014, 1838, 1180-1190



laxation des Heterochromatins zunachst nicht vereinbar ist. daher kann man davon ausgehen, dass
es zwar zu einer Phosphorylierung des H2AX an der Schadensstelle kommt, die Reparatur durch
nachfolgende Proteine jedoch nicht sofort in Gang kommt. Andererseits zeigt die Clusterung von
53BP1 oder MRE11 an yH2AX, dass eine Reparatur in Gang gekommen ist. Es ist spekulativ anzuneh-
men, dass hierzu ein Kofaktor nach der Induktion des Doppelstrangbruchs notwendig sein kdnnte.
Die Untersuchung zu diesem Phanomen wird nach Abschluss des Projektes fortgesetzt.
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Abbildung 7: Heatmaps der Jaccard-Indizes zwischen 0 und 1 des Vergleichs fiir Components und Holes, die durch Bar-
codes bei Betrachtungen der Persistenten Homologie ermittelt wurden (Details®). YH2AX zeigt sowohl im Cluster als auch
im Fokus eine hohe Ahnlichkeit zu H3K9me3.

Fazit: low-LET Elektronen aus radioaktivem Zerfall fiihren bei geringer Dosis (< 100 mGy) zu
ein bis zwei Schadensfoci im Zellkern. Es bilden sich yH2AX Cluster, die wie bei Photonen- und
lonenstrahlungsschéden Doppelstrangbriiche signalisieren und bei entsprechender Reparatur
von 53BP1 abgedeckt bzw. von MRE11 inkorporiert werden. Findet ein solcher Doppelstrang-
bruch im Heterochromatin statt, kann es zundchst im Gegensatz zu Schéiden bei héheren Do-
sen zu keiner Relaxation des Heterochromatins kommen, so dass yH2AX und H3K9me3 Mar-
ker kolokalisieren und sich in ihrer réumlichen Organisation aneinander anpassen.

3.4. Untersuchungen zur Organisation von Heterochromatin nach Schadigung von Eu- und
Heterochromatin durch inkorporierte '**I-UdR Nukleosidanaloga (G1, H3.1, H3.2, H4)

Ein zentraler Bestandteil der synergistischen Zusammenarbeit der Verbundpartner bestand in der
Analyse des Chromatins und der Chromatinschadensregionen in Jurkat-Zellen, in die Nukleosidana-

121_UdR entweder in der friihen oder in der spiten S-Phase eingebaut wurden (siehe hierzu De-

loga
tails im Bericht des Projektpartners FZ Jilich). Einbau in der friihen S-Phase bedeutet bevorzugt Ein-
bau in Euchromatin, da dieses in der friihen S-Phase repliziert wird. Umgekehrt bedeutet Einbau in
der spaten S-Phase bevorzugter Einbau in Heterochromatin, das erst in dieser Phase repliziert wird.

1251_UdR ist ein B-Emitter, der kurzreichweitige Elektronen emittiert, die damit einen , high-LET“ Cha-
rakter haben. Nach einer Stunde Pulslabeling der Jurkat-Zellen in Kultur und Einwandern in die G1-
Phase wurden die Zellen auf -150 °C eingefroren, um Zerfille und damit Schaden zu akkumulieren,
ohne dass eine Reparatur eingeleitet wird. Nach Akkumulation radioaktiver Zerfalle(139 bis 171 Zer-
félle) bei -150°C wurden die Zellen aufgetaut und danach zu verschiedenen Zeitpunkten fir die Elekt-
ronen- (Untersuchungen des Verbundpartners Klinikum des Saarlandes) bzw. Fluoreszenz-Lokali-
sationsmikroskopie (dieses Teilprojekt) fixiert. Flir Vergleichsuntersuchungen hinsichtlich der Wir-
kung des Tieffrierens wurden Zellen, in die nicht radioaktives I-UdR eingebaut wurde, dem gleichen

Prozedere unterzogen. Ebenso wurden Zellen nach Synchronisation in der G1- bzw. G2/M-Zellzyklus-



phase auf Eis y-bestrahlt (**’

Cs; 0,4 Gy/min). Die so erstellten Praparate (zur Ubersicht aller Praparate
sei auf den Bericht des Verbundpartners FZ-Jilich verwiesen: dort Abbildung 23 auf Seite 18) wurden
zu verschiedenen Zeitpunkten nach Auftauen und Start der Reparatur fixiert. Die hier dargestellten
Ergebnisse werden durch die Daten der Elektronenmikrokopie nicht nur bestatigt sondern auch er-
ganzt (siehe hierzu den Bericht des Verbundpartners Klinikum des Saarlandes). So konnte dort ge-
zeigt werden, dass Schaden im Heterochromatin zum Rand verlagert und dort prozessiert werden.

Wie in Abbildung 2 zu sehen ist, unterscheidet sich die Chromatinorganisation sehr strahlensensiti-
ven Jurkat-Zellen erheblich von der Chromatinorganisation von Fibroblasten, Leukozyten oder ande-
ren Tumorzellen. Die Wahl dieser Zellinie war durch die bereits vorhandenen Erfahrungen in Kultivie-

rung und Elektronenmikroskopie der Verbundpartner motiviert.
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Abbildung 8 zeigt das Ergebnis der Hauptkomponentenanalyse der Topologie der H3K9me3 Vertei-
lung (Persistente Homologie) fiir Jurkat-Zellen im Vergleich zu anderen Zellinien eine Stunde nach
Photonenbestrahlung mit unterschiedlichen Dosen. Wahrend die strahlenresistente Brustkrebszelli-
nie SkBr3 nur geringfligige, wenn auch signifikante, Veranderungen der Chromatintopologie zeigt,

sind die Veranderungen bei der strahlensensitiven Jurkat-Linie sehr stark. Zum Vergleich werden
noch zwei strahlenresistentere Hela-Zellinien gezeigt.
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Abbildung 9: Verdanderungen der Chro-
matinorganisation im Latentraum: a)
nach Inkorporation von 25_UdR in der
frihen und c) in der spéaten S-Phase; b)
und d) zeigen die Daten flr nicht-
radioaktives I-UdR. e) Die Anzahl der
detektierten Punkte zeigt flr eine Repa-
raturzeit von 2 Stunden einen Anstieg
fur Signale der spaten S-Phase, das auf
eine deutliche Relaxierung von Hete-
rochromatin hinweist.



Der Einbau von radioaktiven %

I-UdR induziert eine Umorganisation von Heterochromatin unabhan-
gig, ob die Schaden in der frilhen oder spaten S-Phase induziert wurden. Diese Umorganisation ist
jedoch reversibel sobald die Reparatur abgeschlossen ist. Dabei zeigt sich, dass eine Schadigung in
der frihen S-Phase zwar ebenfalls eine Umorganisation im Heterochromatin induziert, diese aber
weniger ausgepragt ist, gegenliber der Umorganisation nach Schadigung in der spaten S-Phase.
Demgegeniber zeigt die Inkorporation von nicht-radioaktivem I-UdR ebenfalls eine signifikante Um-
organisation des Heterochromatins, die aber nicht reversibel zu sein scheint, da der Reparaturme-
chanismus von Strangschaden nicht aktiviert wurde.

Fazit: Strahlenresistente Zellinien (z.B. SkBr3) zeigen geringere topologische Verdnderungen
(zweidimensionaler Latentraum nach Hauptkomponentenanalyse) nach Bestrahlung mit un-
terschiedlichen Dosen als strahlensensitive Zellinien (z.B. Jurkat). Nach einer Strahlenexposi-

125
h

tion durc I-UdR oder externe Strahlenquellen kommt es entlang der anschliefSenden er-

folgreichen Reparatur zu einer reversiblen Umorganisation.

3.5. Untersuchungen zur Organisation von Chromatin durch MRE11 nach Schadigung von
Eu- und Heterochromatin durch inkorporierte *’I-UdR Nukleosidanaloga (H3.1, H3.2, H4)

MRE11 ist ein Protein, das als Teil des MRN-Komplexes an der Reparatur von Doppelstrangbriichen
beteiligt ist. Allerdings ist MRE11 permanent Uberall im Zellkern zur Erhaltung der DNA-Integritat
vorhanden (z.B. bei der Steuerung von Immunreaktionen, Formation von Replikationsgabeln, Einzel-
strangreparatur, Telomer-Homeostase, etc) gleichmaRig verteilt, wobei seine Dichte sich umgekehrt
zur Chromatindichte verhalt. Somit ist MRE11 ein idealer FuRabdruck des gesamten Chromatins und
lasst sich daher als Marker fiir eine generelle Veranderung der Chromatinorganisation nutzen. Abbil-
dung 10a zeigt MRE11 fiir verschiedene Zellinien sowie Variationen wahrend des Zellzyklus. Auffal-
lend ist dabei der groRe Unterschied von den Zellzyklusphasen bei Jurkat-Zellen. In Abbildung 10b
wird ein Vergleich von Heterochromatin (H3K9me3) und MRE11 wahrend der Reparatur nach einer
Photonenbestrahlung mit 3Gy gezeigt. Das MRE11 Ergebnis verstdrkt die Annahme, dass der 24
Stunden Wert eine Folge der Zellzyklus ist, wahrend die Reparatur nach 5 Stunden abgeschlossen zu
sein scheint. Dies bestatigt auch die Ergebnisse fiir die Reparatur nach **’I-UdR Einbau, die nach 5
Stunden als weitgehend abgeschlossen anzusehen ist.
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Eine genauere Analyse des Reparaturverlaufs nach Einbau von '’I-UdR zeigt im MRE11 Latentraum
jeweils einen unterschiedlichen Reparaturzyklus, je nachdem ob der Einbau in der frilhen oder spa-
ten S-Phase erfolgte. Allerdings wird nach 24 Stunden offensichtlich dieselbe Chromatinorganisation
erreicht. Im Gegensatz dazu fihrt der Einbau von nicht-radioaktiven I-UdR (,,cold”) keiner zyklischen



sondern zu einer geradlinigen Verschiebung im Latentraum (Abbildung 11a und 11b). Dies bestatigt
die Bedeutung der Aktivierung der Reparatur fiir die Reorganisation des Chromatins, wahrend Ein-
bauten nur zu einer nicht reversiblen Umorganisation fiihren. Allerdings ist bei den Jurkat-Zellen zu
beachten, dass im Vergleich zur Kontrolle, die nur eingefroren wurde, nicht derselbe Endzustand
erreicht wurde (Abbildung 11a).

Eine solche Verschiebung des topologischen Endzustandes nach erfolgreicher Reparatur von N-lonen
(high-LET Strahlung) induzierten Schaden konnte auch bei anderen Tumorzellen, wie der U87-Glio-
blastomzellinie, beobachtet werden, wahrend bei Fibroblasten einen geschlossen Zyklus zeigen und
nach 24 Stunden den Kontrollstatus erreichen (Abbildung 11c). Im Vergleich der Reparatur von Scha-
den durch **’I-UdR (Abbildung 11b) fiihrt die Reparatur von Schaden nach Photonenbestrahlung auf
Eis (10 Gy) zu einem zyklischen Verlauf der Chromatinorganisation unabhangig davon, ob die Schadi-
gung in der G1-Phase (Abbildung 11d) oder der G2-Phase (Abbildung 11e) erfolgte.
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Brofectlos — : Pjection Abbildung 11: Vergleich der MRE11 Topologien
1061 o (2-dimensionaler Latentraum): a) Jurkat-Zellen
nach Inkorporation von 25_UdR und I-UdR; b)
Reduktion von a) auf wenige Zeiten; c) Beispiel
von Fibroblasten (NHDF) und U87 nach N-lonen
Bestrahlung; d) und e) Jurkat-Zellen wahrend der
Reparatur nach Photonenbestrahlung mit 10 Gy
BT e ™ in der G1-Phase d) und der G2-Phase e).

Fazit: MRE11 stellt einen ,FufSabdruck” von Chromatin dar und ist ein idealer Marker zur
Analyse der Chromatinorganisation mittels topologischer Methoden. Es konnte gezeigt wer-
den, dass nach Exposition mit hoch-LET Elektronen oder lonen Zellen wie Jurkat oder U87
zwar eine vollstéindige Reparatur abwickeln kénnen, jedoch abschliefSend eine andere Chro-
matinorganisation als vor der Strahlenexposition aufweisen. Dagegen ist nach low-LET Pho-
tonenbestrahlung eine zyklische Re-Organisation des Chromatins méglich.

3.6. Untersuchungen zur Organisation von Chromatinschadensfoci nach Inkorporation von
1251_UdR Nukleosidanaloga (G1, H1, H2)

vH2AX Cluster durchlaufen wahrend der Reparatur reversible topologische Veranderungen, vermut-
lich aufgrund der sukzessiven Anlagerung von Reparaturproteinen, was fir in Abbildung 12a fir Fib-
roblasten gezeigt wird, die mit 2 Gy Photonen bestrahlt wurden. Im Vergleich dazu zeigt auch die
unbestrahlte Kontrolle Veranderungen im Latentraum wahrend des Zellzyklus. Zum Vergleich hierzu
wird in Abbildung 12b der Verlauf der yH2AX Clustertopologie wahrend der Reparatur nach Schadi-
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gung durc I-UdR in der frilhen S-Phase gezeigt. Die Topologie der yH2AX Cluster der Kontrollzellen

(gefroren und unbehandelt) wird hierbei am Ende des Reparaturzyklus nicht erreicht. Vergleicht man



die Topologien der yH2AX Cluster, indem man die Haufigkeiten der Langen der Balken der Kompo-
nenten der Persistenten Homologien darstellt (Abbildung 12c), unterscheiden sich die yH2AX Cluster
von Schadensorten die in der friithen S-Phase erzeugt wurden signifikant von denen, die in der spaten
S-Phase erzeugt wurden.
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Neben yH2AX Clustern wurden 53BP1 Cluster wahrend der Reparatur analysiert
tion in der frihen (E_xh) und spaten S-Phase (L_xh), 3 Gy Photonenbestrahlung in G2 auf Eis (y_xh),
in G2 synchronisierte Zellen auf Eis (K_xh), unbehandelte nicht-synchronisierte Kontrolle (K)). Insge-
samt ist die Anzahl der 53BP1 Cluster hoher bei den bestrahlten Zellen gegenliber den unbestrahlten.
Nach 1 Stunde hat die Anzahl der Cluster in allen Fillen zugenommen (Abbildung 13a). Die mittlere
Clusterflache bleibt zunachst gleich und andert sich erst gegen Ende der Reparatur, wenn die Cluster

divergieren (Abbildung 13b).

Anzahl gefundener Cluster pro Zelle Fliiche der Cluster

a)

Abbildung 13: Boxplots zu a) Haufigkeit von 53BP1 Clustern und b) Flache der 53BP1 Cluster.

Die Ripley Kurven (Abbildung 14) zur relativen Haufigkeit der paarweisen Punktabstinde zeigen einen
relativ gleichen Verlauf wahrend der Reparaturen unabhéangig von der Schadensursache. Die Cluster-
groRen sind in allen Fallen vergleichbar. Bei den 24 Stunden Werten zeigt sich ein deutlicher Peak,
der auf eine Clusterung der Proteine auch nach Abschluss der Reparatur (ca. 5 Stunden) hinweist. Da
er aber auch bei den unbestrahlten Kontrollen nur nach 24 Stunden auftritt, kann auf 53BP1 Aktivita-
ten auch wahrend des Zellzyklus geschlossen werden.
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Abbildung 14: Ripley-H&ufigkeitsverteilung der paarweisen Punktabstdnde von 53BP1 Signalen nach unterschiedlichen
Behandlungen a) 251_udr Inkorporation in der friihen und b) in der spaten S-Phase; c) G2 synchronisierte Zellen auf Eis; d) 3

Gy Photonenbestrahlung in G2 auf Eis.
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Abbildung 15: Vergleich der Topologien der 53BP1 Cluster (2-dimensionaler Latentraum nach Hauptkomponentenanalyse
der Ergebnisse des Persistenten Imaging) wahrend des Reparaturverlaufs: a) Vergleich des Wertes 1 Stunde nach Repara-
turbeginn furr verschiedene Behandlungen (*®I-UdR Inkorporation in der frithen (=E) und spaten S-Phase (=L), 3 Gy Photo-
nenbestrahlung in G2 auf Eis (=y), in G2 synchronisierte Zellen auf Eis (=K)); b) zyklischer Verlauf nach 3 Gy Photonenbe-

strahlung in G2 auf Eis; c) Verlauf nach 12

in der spéten S-Phase.

I-UdR Inkorporation in der friihen S-Phase; d) Verlauf nach

21.udr Inkorporation



Die Topologie der 53BP1 Cluster wurde mittels Hauptkomponentenanalyse des auf Persistenter Ho-
mologie beruhenden Persistenten Imaging bestimmt. Zum Vergleich der Behandlungen (**’I-UdR
Inkorporation in der frihen und spaten S-Phase, 3 Gy Photonenbestrahlung in G2 auf Eis, in G2 syn-
chronisierte Zellen auf Eis) wurde der Wert von 1 Stunde nach Reparaturstart herangezogen. Alle
53BP1 Cluster unterscheiden sich in ihrer Topologie zu diesem Zeitpunkt, was darauf schlielen lasst,
dass die Topologie der Cluster behandlungsabhéngig sein kann (Abbildung 15a). Dies bestatigt sich,
wenn man den zeitlichen Verlauf innerhalb des Latentraumes beobachtet. Hier beobachtet man ahn-
lich wie bei yH2AX Clustern einen zyklischen Verlauf wahrend der Reparatur 3 Gy Photonenbestrah-
lung in G2 auf Eis, der bei der Clustertopologie der Kontrollen endet (Abbildung 15b). Dagegen zeigen
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die Clustertopologien wahrend der Reparatur von Schaden nac I-UdR Inkorporation in der friihen

und spaten S-Phase diesen Verlauf nicht (Abbildung 15c und 15d).

Fazit: yH2AX sowie 53BP1 Cluster zeigen eine definierte Topologie, die sich wéhrend der Re-
paratur dndert. Wéhrend hier bei Photonenstrahlung bei Fibroblasten ein zyklischer Verlauf
beobachtet wurde, der im Bereich der Kontrollen endete, waren die Reparaturverldufe nach

1221.UdR zwar zyklisch aber separiert von den Kontrollen. 53BP1 bildet

Inkorporation von
ebenfalls Cluster, die von der Behandlung in der GréfSe relativ unabhdéngig sind. Bei den Jur-
kat-Zellen liegt die gréfste Zahl der Cluster1 Stunde nach Reparaturstart vor, die sich jedoch
topologisch je nach Behandlung unterscheiden kénnen. Wie bei den yH2AX Clustern beobach-
tet man nach low-LET Photonenbestrahlung einen zyklischen Verlauf der Topologie im Laten-
traum, was bei der high-LET Behandlung nach *?’I-UdR Inkorporation nicht zu beobachten

war.

3.7. Optimierung der SMLM Apparatur (H5)

Dieses Arbeitspaket wurde zunachst Corona bedingt zuriickgestellt und erst in der zweiten Projekt-
halfte angegangen. Dazu wurde der dltere von zwei Mikroskopaufbauten zur Lokalisationsmikroskpie
zerlegt und der Strahlengang neu installiert. Die optischen Filter und Verschiebeelemente wurden
mit neuen, schnelleren Steuermotoren ausgestattet und die Software wurde auf Labview Module
umgestellt.

4. Wichtigste Positionen des zahlenmaRigen Nachweis

Im Projekt wurden Mittel fiir eine Postdoc-Stelle zur Verfligung gestellt. Der Postdoc hatte die Ab-
sicht sich an der Fakultat fur Physik und Astronomie zu habilitieren. Der Postdoc schied im Sommer
2023 aus personlichen Grinden aus, ohne die Habilitation beendet zu haben. Fir die restliche Zeit
wurde eine Doktorandin im Projekt eingestellt. Da die Personalmittel bereits nahezu aufgebraucht
waren, wurden fir die Zeit der kostenneutralen Verlangerung nicht bendtigte Verbrauchs- und Rei-
semittel umgewidmet. Die Mittel fiir Computerhardware wurden nicht komplett bendtigt, da der
urspringlich fiir die Datenarchivierung und —verarbeitung vorgesehene Server aus anderen Quellen
der Universitat finanziert werden konnte.

5. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Projektarbeiten

Die Experimente ergaben sich aus den Planungen der Arbeitspakete. Auch wenn es aufgrund Ande-
rungen beim Projektpartner Jilich zu zusatzlichen Messungen kommen musste, waren alle Messe-




rien auf eine optimale Nutzung der Ressourcen ausgelegt. Im Gesamtiberblick konnte ein erhebli-
cher Zugewinn an wissenschaftlichem Know-how erzielt werden.

6. Voraussichtlicher Nutzen der erzielten Ergebnisse (Verwertung/Verwertungsplan)

Die Ergebnisse aus dem Projekt wurden und werden der Wissenschaft durch Veroffentlichungen in
referierten Fachjournalen und Vortragen und Postern auf nationalen und internationalen Tagungen
zuganglich gemacht (siehe Liste unter 9.). Die gewonnenen Datensdtze wurden nach einer vorgege-
benen Struktur archiviert, so dass sie flr weitere wissenschaftliche Arbeiten genutzt werden kdnnen.
Die entwickelte Software wird vielfaltig fur weitere Projekte genutzt und soll auch an der TH Aschaf-
fenburg und am Institut fir Biophysik, Brno, etabliert werden.

7. Fortschritte Dritter auf dem Gebiet wdhrend der Durchfiihrung des Projektes

Auf dem Gebiet des Vorhabens und der Zielsetzung des Projektes wurden keine relevanten Ergebnis-
se durch Dritte veroffentlicht.

8. Erzielte Abschlussarbeiten (Forderung des wissenschaftlichen Nachwuchs)

Im Rahmen des Projektes wurden Arbeiten zu einer Habilitation unterstitzt, die leider nicht abge-
schlossen wurde. Desweiteren wurden folgende Abschlisse erzielt: Masterarbeiten: 3; Bachelorar-
beiten: 12. Eine Doktorandin kam erst in der Verlangerungsphase ins Projekt, wird aber ihre Arbeit
voraussichtlich 2026 abschlieRen.

9. Erfolgte und geplante Publikationen (G2)

9.1 Publikationen in Fachjournalen und Buchartikel:

e Lee J-H, Hausmann M. Super-resolution radiation biology: From bio-dosimetry towards nano-studies of
DNA repair mechanisms. In: “DNA-Repair” (BehzadiP, ed.). Intech-Open, Rijeka, ISBN 978-1-83881-094-8:
DOI: http://dx.doi.org/10.5772/ intechopen.95597 [Review zur Technologie]

e Hausmann M, Neitzel C, Hahn H, Winter R, Falkova I, Heermann DW, Pilarczyk G, Hildenbrand G, Scherthan
H, Falk M (2021) Space and time in the universe of the cell nucleus after ionizing radiation attacks: a com-
parison of cancer and non-cancer cell response. Med. Sci. Forum 3: 15. https:// doi.org/10.3390/IECC2021-
09219. [Zusammenfassung Ergebnisvortrag]

e Erenpreisa J, Krigerts J, Salmina K, Gerashchenko BI, Freivalds T, Kurg R, Krufczik M, Winter R, Zayakin P,
Hausmann M, Giuliani A (2021) Heterochromatin networks: topology, dynamics, and function (a work-ing
hypothesis). Cells 10: 1582. https://doi.org/10.3390/ cells10071582. [Grundlagen zur Arbeitshypothese]

e Chakraborty S, Singh M, Pandita R, Singh V, Lo C, Leonard F, Horikoshi N, Moros E, Guha D, Hunt C, Makhi-
jani K, Chau E, Ahmed K, Sethi P, Charaka V, Godin B, Makhijani K, Scherthan H, Deck J, Haus-mann M,
Mushtaqg A, Altaf M, Ramos K, Bhat K, Taneja N, Das C, Pandita T (2022) Heat-induced SIRT1-mediated
H4K16ac deacetylation impairs resection and SMARCAD1 recruitment to double strand breaks. iScience 25,
104142. https://doi.org/10.1016/].isci.2022.104142 [Temperatureffekte auf Zellkernarchitektur nach Be-
strahlung]

e Hausmann, M, Hildenbrand, G, Pilarczyk, G (2022). Networks and islands of genome nano-architecture and
their potential relevance for radiation biology. In: Nuclear, Chromosomal, and Genomic Architecture in Bio-
logy and Medicine. (Kloc, M, Kubiak, JZ, eds.) Results and Problems in Cell Differentiation 70: 3-34. doi:
10.1007/978-3-031-06573-6_1.[Review (iber Mechanismen der Reparaturkontrolle durch rdumlich deter-
minierende Chromatinorganisation]


https://doi.org/10.1016/j.isci.2022.104142

e Chapman KB, Filipsky F, Peschke N, Gelléri M, Weinhardt V, Braun A, Hausmann M, Cremer C (2022/23) A
comprehensive method to study the DNA’s association with lamin and chromatin compaction in intact cell
nuclei at super resolution. Nanoscale 15: 742. https://doi.org/10.1039/ D2NR02684H. [Bespielanwendung
der Software]

e  Weidner J, Neitzel C, Gote M, Deck J, Kiintzelmann K, Pilarczyk G, Falk M, Hausmann M (2023) Advanced
image-free analysis of the nano-organization of chromatin and other biomolecules by Single Molecule Lo-
calization Microscopy (SMLM). Computational and Structural Biotechnology Journal 21: 2018-2034.
https://doi.org/10.1016/j.csbj.2023.03.009 [Zusammenfassung der neuen topologischen Algorithmen, die
neue Aspekte der Datenauswertung eroffnen]

e Erenpreisa J, Giuliani A, Yoshikawa K, Falk M, Hildenbrand G, Salmina K, Freivalds T, Vainshel-baum N,
Weidner J, Sievers A, Pilarczyk G, Hausmann M (2023) Spatial-temporal genome regulation in stress-
response and cell-fate change. Int J Mol Sci 24: 2658. https://doi.org/10.3390/ijms24032658 [Zusammen-
fassung des Themas hinsichtlich Strahlenwirkung und Zellrespons; erste Anwendungen der neuen topolo-
gischen Algorithmen]

e  Fischer EF, Pilarczyk G, Hausmann M (2023) Microscopic analysis of heterochromatin, euchromatin and
cohe-sin in cancer cell models and under anti-cancer treatment. Curr Issues Mol Biol 45: 8152-8172. [Un-
tersuchungen zu quiescenten Zellen im Vergleich zu anderen Zellen]

e Solov'yov AV, Verkhovtsev AV, Mason NJ, Amos RA, Bald |, Baldacchino G, Dromey B, Falk M, Fedor J,
Gerhards L, Hausmann M, Hildenbrand G, Hrabovsky M, Kadlec S, KociSek J, Lépine F, Ming S, Nisbet A, Ri-
cketts K, Sala L, Schlathélter T, Wheatley AEH, Solov’'yov IA (2024) Condensed Matter Systems Exposed to
Radiation: Multiscale Theory, Simulations, and Experiment. Chemical Reviews 124: 8014-8129. DOI:
10.1021/acs.chemrev.3c00902

9.2 Publikationen in Vorbereitung

Folgende Publikationen sind in Vorbereitung. Die Autoren sind vorldufig und die Titel stellen
Arbeitstitel dar.

e Schafer M, Schumann S, Hildenbrand G, Miiller J, Bestvater F, Eberlein U, Hausmann M, Scherthan H.
Changes of the Genome Nano-Organization in Leukocytes after In-Solution Irradiation with the Beta-
Emitter Lu-177.

e Aosta D, Schifer M, Hausmann M. Topological differences of heterochromatin of different cell types as
analysed by Single Molecule Localization Microscopy.

e Winter R, Agosta D, Hudetz D, Hausmann M. Spatial organisation of chromatin of fibroblasts under
quiescent and proliferation conditions during radiation induced damage repair.

e Schafer M, Calpanides T, Agosta D, Leuther J, Unverricht-Yeboah M, Kriehuber R, Hausmann M. The spatial
distribution of MRE11 in the cell nucleus: a footprint of chromatin organization.

e Weinand D, Schiafer M, Rottmann M, Unverricht-Yeboah M, Kriehuber R, Riibe C, Hausmann M. Spatial
organization of repair foci after incorporation of 1dUdR in early and late S-phase.

e Hering JA, Leuther J, Schafer M, Weinreich M, Unverricht-Yeboah M, Kriehuber R, Rilbe C, Hausmann M.
Spatial organization of heterochromatin after incorporation of 21dUdR in early and late S-phase.

9.3 Poster

e  Weidner J, Kopecna O, Pilarczyk G, Rottmann M, Falkova I, Falk M, Hausmann M (2022) Topological and
explainable learning techniques reveal structural chromatin organization and repair mechanism after irra-
diation. jDeGBS Young Scientists Symposium, Kloster Schontal, 28. — 30. 9. 2022

e Hausmann M, Weidner J, Schafer M, Kopec¢na O, Pagacova E, Neitzel C, Winter R, Hahn H, Fischer EF, Kiint-
zelmann K, Rozo Prado L, Falkova I, Falk M, Pilarczyk G (2022) The impact of chromatin architecture, its ge-



ometry and topology, on radiation induced damaging and following DNA repair processes. ERRS Con-
ference, Catania, 20. - 24. 9. 2022

e Falkova |, Falk M, Kopecna O, Pagacova E, Golan M, Bacikova A, Kratochvilova I, Hausmann M (2022) Free-
zing and thawing cells to radio-sensitize tumour cells. ERRS Conference, Catania, 20. - 24. 9. 2022

e Steffen C, Pilarczyk G, Hausmann M (2022) Topological analysis of nuclear structures by super resolution
microscopy and confocal microscopy. IMB/SFB 1361 Conference - "Restore, Reorganise, Repurpose: The
many faces of DNA repair", Mainz, 20. - 23. 9. 2022

e Falkova I, Falk M, Kopecna O, Pagacova E, Golan M, Bacikova A, Kratochvilova I, Hausmann M (2022) Free-
zing and thawing cells to radio-sensitize tumour cells. ERRS Conference, Catania, 20. - 24. 9. 2022

e Hausmann M, Weidner J, Sievers A, Hildenbrand G, Scherthan H, Falk M (2023) Topology and geometry of
chromatin radiation damage response. 2nd Conf. “Multiscale Irradiation and Chemistry Driven Process and
Related Technologies”, Prag, 26. — 28. 4. 2023

e Schafer M, Scherthan H, Schumann S, Eberlein U, Port M, Hildenbrand G, Hausmann M (2023) Changes of
the Genome Nano-Organization in Areas around dsDNA Damage in Leukocytes after In-Solution Irradiation
with the Beta-Emitter Lu-177, ConRad 2023, Miinchen, 8. —11. 5. 2023

e Hausmann M, Weidner J, Schafer M, Saleem A, Kopecna O, Pilarczyk G, Falkova I, Hildenbrand G, Scherthan
H, Falk M (2023) Radiation damage response of the whole chromatin in cell nuclei during DNA repair: An
ap-proach by topological analyses. 17th Int. Congress for Radiation Research, Montreal, Kanada, 27. — 30.
8.2023

e Schiafer M, Scherthan H, Schumann S, Eberlein U, Port M, Hildenbrand G, Hausmann M (2023) Nanostruc-
ture of dsDNA Damage Areas in Leukocytes after In-Solution Irradiation with the Beta-Emitter Lu-177.
DeGBS Annual Conference, 18. - 20. 09. 2023, Hohenwart Forum

e Hausmann M, Schifer M, Gier T, Schmidt-Kaler F, Hudetz D, Kopecna O, Dobesova L, Huscavova E, Pa-
gacova E, Wolinsky M, Falkova I, Hildenbrand G, Falk M (2024) Changes of chromatin nano-organization
induced by nano-particle enhanced radiation: What makes up the difference? Int. Caparica Symp Nanopar-
ticles and Nanomaterials, 6th ISN2A 2024, Lissabon, 22. - 25. 01. 2024

9.4 Vortrage auf nationalen und internationalen Konferenzen

e 1st International Electronic Conference on Cancers: Exploiting Cancer Vulnerability by Targeting the DNA
Damage Response, 2020: M. Hausmann, ,,Space and time in the uni-verse of the cell nucleus after ionizing
radiation attacks: a comparison of cancer and non-cancer cell response” (Artikel in MDPI Proceedings:
https://sciforum.net/paper/view/9219)

e DeGBS Jahrestagung 2021: M. Hausmann, ,Chromatin radiation damage response: Perspectives on
Schrodinger’s aperiodic crystals of life” (eingeladener Vortrag anlasslich der Verleihung des Ulrich Hagen
Preises der DeGBS an M. Hausmann).

e DeGBS Jahrestagung 2021: R. Winter, ,Heterochromatin network organization and repair dynamics after
DNA radiation damaging analyzed by localization microscopy and algebraic topology”.

e Arbeitskreis Strahlenbiologie des Fachverbandes Strahlenschutz, online, 2022: M. Hausmann, ,Strahlenin-
duzierte DNA Schaden und eine Schadensantwort des komplexen Systems Zellkern als Ganzes”

e  COST Symposium, online, 2022: M. Hausmann, ,, The nano-architecure of chromatin and DNA repair protein
clusters in the cell nucleus after ionizing radiation attacks: a comparison of cancer and non-cancer cell”

e 1st Annual MultiChem Conference (MultiChem 2022), Boppard: M. Hausmann, ,lIrradiation and bioche-
mistry driven (re)organization of membrane receptors and cell nucleus chromatin domains”

e International Symposium Riga,2022: M. Hausmann, ,,From Schrodinger’s cat to his chromosomal aperiodic
crystal and what an irradiated cell nucleus “thinks” about it”

e DeGBS Annual Conference, 2023, Hohenwart Forum: M. Hausmann, Topological changes of the whole
chromatin of cell nuclei during DNA repair as a collective response to radiation induced damages.



COST “Multiscale Irradiation and Chemistry Driven Process and Related Technologies”, Groningen, 2023:
M. Hausmann, "Topological changes of the whole chromatin of cell nuclei during DNA repair as a collective
response to radiation induced damages."

Int. Caparica Symp Nanoparticles and Nanomaterials, 6th ISN2A 2024, Lissabon: M. Hausmann, "Topologi-
cal and geometric approaches to quantify chromatin radiation damage response on the nano-scale".
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