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2. Zusammenfassung/Summary

Diese Arbeit widmet sich der Untersuchung des Beitrags der verfligharen Wege zur Reparatur
von strahlen- und etoposidinduzierten DNA-Schaden in der G2-Phase des Zellzyklus. Hier
stehen zwei Hauptreparaturwege zur Reparatur von Doppelstrangbriichen (DSBs) zur
Verfugung. Die Homologe Rekombination (HR) ermdglicht durch Sequenzabgleich mit
homologen DNA-Regionen die fehlerfreie Reparatur des DNA-Schadens. Das NHEJ beruht
auf der einfachen Verknupfung von freien DNA-Enden. Die Reparatur erfolgt sehr schnell,
allerdings birgt dieser Reparaturweg das Risiko von Mikrodeletionen und verlauft somit nicht
zwangsweise fehlerfrei. Die Nuklease Artemis und die Proteinkinase ATM sind fir die
Reparatur einer Subpopulation strahleninduzierter DNA-Schéaden von Bedeutung.

Der erste Teil dieser Arbeit befasst sich mit dem Einfluss von heterozygoten Mutationen der
DNA-Reparaturfaktoren BRCA1 und BRCA2, die mit einer erblichen Préadisposition flr
Brustkrebs in Verbindung gebracht werden. Die Untersuchung des Reparaturvermdgens
stationarer BRCA1- bzw. BRCA2-Mutanten konnte keine Einschrankung der DNA-Reparatur
nach ionisierender Bestrahlung (IR) nachweisen. Dieses Ergebnis wurde durch die Analyse
von G1l-Phase-Zellen einer exponentiell wachsenden Kultur bestatigt. Auch in der G2-Phase
hat eine heterozygote Mutation in BRCA1 keinen Einfluss auf die Reparaturkapazitat der
betroffenen Zellen. Die Aktivitat des vorhandenen Restproteins scheint fir eine vollstandige
Reparatur auszureichen. Dagegen flhrt eine heterozygote Mutation in BRCA2 zu einer
Verminderung der DSB-Reparatur in der G2-Phase und resultiert in einem Defekt der
langsamen Reparaturkomponente. Allerdings zeigen die untersuchten Mutanten trotz
identischer Mutationen ein sehr heterogenes Reparaturverhalten, was einen Einfluss des
genetischen Hintergrunds nahe legt. Aufgrund der geringen Kohortengrof3e der untersuchten
Zelllinien und der in der Literatur kontrovers diskutierten Situation ist eine Beurteilung des
Einflusses heterozygoter Mutationen in BRCAL1 bzw. BRCA2 auf Basis der durchgeflihrten
Experimente nicht abschlieRend mdglich.

Die Charakterisierung der homozygot defekten BRCA2-Mutante konnte eine Beteiligung der
HR an der Reparatur strahleninduzierter DSBs in der G2-Phase nachweisen. Defekte in der
HR betreffen ebenso wie Defizienzen in ATM und Artemis die langsame Komponente der
Reparatur. Die Ahnlichkeiten in Verlauf der Reparaturkinetik und im AusmaR des
Reparaturdefekts von BRCA2-, ATM- und Artemis-defizienten Zellen eréffnet die Mdglichkeit
der Beteiligung dieser Reparaturfakioren an einem gemeinsamen Reparaturweg.
Epistasisanalysen mit einem spezifischen ATM-Inhibitor bestatigen diese Vermutung. BRCA2
ist ein etablierter HR-Faktor, wodurch ATM und Artemis in der G2-Phase mit der HR in
Zusammenhang gebracht werden. Dieses Ergebnis ist sehr Uberraschend, da die

ATM/Artemis-abhangige Reparatur in G1 als Unterweg des DNA-PK-abh&ngigen NHEJ
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betrachtet wird. Dagegen verlauft die Reparatur dieser Schaden in der G2-Phase unabhéangig
von funktionaler DNA-PK Uber den Reparaturweg der HR, wie durch Epistasisanalysen mit
einem Inhibitor der DNA-PK. gezeigt werden konnte. Somit wird der GrofR3teil der
IR-induzierten DSBs sowohl in G1 wie auch in G2 durch die schnelle Komponente des NHEJ
repariert. Die Reparaturfaktoren ATM und Artemis werden fir die langsame Reparatur einer
Subfraktion der strahleninduzierten DSBs bendtigt. Diese werden in der G1-Phase unter
Beteiligung funktionaler DNA-PK tber NHEJ repariert, wahrend die Reparatur in G2 DNA-PK-
unabhangig durch HR fortgefuhrt wird. Der Heterochromatinanteil in humanen Zellen korreliert
sehr gut mit dem Ausmaf} der ATM/Artemis-abhangigen Reparatur. Dies konnte darauf
hindeuten, dass heterochromatinassoziierte DSBs aufgrund ihrer Lokalisation zur
erfolgreichen Reparatur ATM und Artemis benétigen. Die Funktion von ATM kénnte in der
Auflésung der dichtgepackten Heterochromatinstruktur liegen, wurde jedoch in dieser Arbeit
nicht weiter untersucht. Die Rolle von Artemis wurde in Komplementationsexperimenten mit
verschiedenen Artemis-Konstrukten charakterisiert. Es konnte gezeigt werden, dass die
Endonukleasefunktion von Artemis fir eine vollstandige Reparatur unabdingbar ist. Die
Tatsache, dass etoposidinduzierte DNA-Schaden eine deutlich geringere Beteiligung von ATM
und Artemis zeigen, deutet darauf hin, dass auch die Komplexitdt eines DNA-Schadens
Einfluss auf die Reparatur hat. Chemisch induzierte DSBs weisen eine einheitliche,
unkomplizierte Struktur auf und kdnnen aus diesem Grund ohne Beteiligung von ATM und
Artemis auch im Heterochromatin durch NHEJ repariert werden. Dagegen konnte bei IR-
induzierten DNA-Schaden die Struktur der DSBs in Kombination mit der Lokalisation des
Bruchs die Abhangigkeit von ATM und Artemis bedingen. Sowohl die Lokalisation des DSBs
im Heterochromatin wie auch die Komplexitat eines DSBs flhren zu einer Verzdgerung der
Reparatur. Mdoglicherweise entstehen wahrend dieser Zeit, die der DSB in unrepariertem
Zustand verbleibt, sekundare Strukturen, die durch Artemis bearbeitet werden missen. Nach
der Bearbeitung durch ATM und Artemis werden die entsprechenden DNA-Schaden in G2 der
HR zugefihrt. Dies deutet darauf hin, dass diese Strukturen in friihen Bearbeitungsschritten
der HR enstehen, unbearbeitet die Reparatur verhindern und den Bruch fur die HR markieren.
In der G1-Phase, in der keine HR zur Verfigung steht, miissen diese DNA-Schaden unter
Beteiligung der DNA-PK Uber NHEJ repariert werden, wahrend DNA-PK die Reparatur der
anderen durch NHEJ reparierten DNA-Schaden lediglich erleichtert.

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde die Reparatur von etoposidinduzierten, kovalent
verknupften DNA-Protein-Komplexen untersucht. Die Ergebnisse zeigen eine direkte
Beteiligung des MRN-Komplexes an der Reparatur dieser DNA-Schaden in der G1-Phase.
Dabei ist vermutlich die Endonukleaseaktivitat des Proteinkomplexes fur die Entfernung des
verknipften Proteins mitsamt eines kurzen DNA-Fragments verantwortlich. Die entstehenden

freien Enden konnen anschlieRend durch NHEJ verknupft werden.
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte Einblick in das komplexe Zusammenspiel der
unterschiedlichen Reparaturwege in der G2-Phase des Zellzyklus gewonnen werden. Der
Beitrag der HR zur Reparatur von DNA-Schaden konnte quantifiziert und der langsamen
Komponente der Reparatur zugeordnet werden. Diese ist fur die ATM/Artemis-abhéngige
Reparatur von DNA-Schaden zusténdig, die in G1 durch DNA-PK-abhangiges NHEJ repariert
werden, wahrend in G2 die HR angeschlossen wird. Uber die Faktoren, die den Bedarf an
ATM und Artemis bedingen, konnten nur Vermutungen angestellt werden. Diese Aspekte sind
allerdings noch nicht vollstdndig verstanden und sollten in zukinftigen Arbeiten weiter

untersucht werden.

This work addresses the contribution of different repair pathways available in G2 to the repair
of DNA double strand breaks (DSBs). Repair in G2 involves two major pathways. Homologous
recombination allows error-free repair by resynthesizing the damaged sequence information
using a homologous template. The non-homologous end joining (NHEJ) pathway acts in a
template independent fashion by rejoining the broken ends of a DSB. Repair is very fast but
error-prone and at risk of microdeletions. The nuclease Artemis and the kinase ATM are
involved in the repair of a subfraction of IR-induced DSBs.

The first part of this work deals with the effect of heterozygous mutations in the repair factors
BRCA1 and BRCA2 which account for an inherited predisposition for breast cancer. Confluent
BRCA mutants do not show an impaired repair capacity after IR. This result is confirmed by
analysis of DSB repair in the G1 phase of exponentially growing cells. Heterozygous
mutations in BRCA1 do not have any effect on G2 phase cells as well. The amount of wildtype
(WT) protein seems to suffice for accurate DNA repair. However, a heterozygous BRCA2-
status reduces the repair capacity and leads to a repair defect of the slow component. Even
though all analysed cell lines exhibit the same mutation there are enormous differences
among them. These results suggest the influence of the genetic background on DSB repair.
The influence of heterozygous mutations of BRCAL1 and BRCA2 on DSB repair is discussed
controversially in the literature. But the number of mutant cell lines analysed in this work is too
small to draw a final conclusion.

Repair kinetics of cells with a homozygous mutation in BRCA2 revealed the contribution of HR
to DSB repair during G2 phase. Defects in HR components as well as defects in ATM and
Artemis diminish the repair capacity of the slow component. The striking similarity in the repair
kinetics of BRCA2-, ATM- and Artemis-deficient cells raised the possibility that the three repair
factors participate in one joint repair pathway. Epistasis analysis with a specific ATM inhibitor
confirmed this notion. BRCA2s role in HR is well documented and these results link ATM and
Artemis to the HR pathway. This conclusion is very surprising because ATM/Artemis
dependent repair is regarded as a subpathway of NHEJ in G1 phase. In G2 the repair of these
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breaks is completely different and involves the HR pathway without reliance on functional
DNA-PK as was shown by epistasis analysis using a specific inhibtitor of DNA-PK. The fast
component removes the majority of IR-induced DSBs by NHEJ in G1 and G2. The slow
component involves ATM and Artemis and is responsible for the repair of a subfraction of IR-
induced DSBs. In G1 the repair of these breaks is channeled into NHEJ involving DNA-PK
whereas in G2 the HR pathway removes the DSBs without reliance on functional DNA-PK.
The fraction of DSBs that requires ATM and Artemis for successful repair shows a nice
correlation with the amount of heterochromatin in human cells. This suggests that the
ATM/Artemis dependency of a DSB results from its localisation in heterochromatin. ATM may
be involved in chromatin relaxation but the role of ATM was not further investigated in this
work. Complementation experiments with different variants of Artemis revealed the importance
of Artemis” endonuclease activity for proper DNA repair and gave insight into the function of
Artemis in HR-mediated repair. The fact that etoposide-induced DSBs show a diminished
ATM/Artemis defect suggests that factors like complexity may also have influence on the
repair pathway choice. DSBs induced by chemicals like etoposide show the same structure
without complicated modifications and are repaired with fast kinetics using NHEJ even in
heterochromatin. In contrast, IR induces a spectrum of DSBs with various modifications that
could account for the dependency on ATM and Artemis in addition to heterochromatin
association. The localisation of a DSB as well as its complexity prevents the fast rejoining of
DSB ends. This retardation possibly contributes to the formation of secondary strucures or
lesions that may need the processing of Artemis before religation can occur. The repair of
ATM/Artemis dependent DSBs is accomplished using HR in G2. This may suggest that
structures requiring the activity of ATM and Artemis arise during early steps of the HR
process. The repair of this DSB is impaired and marked for HR mediated repair. In G1, where
HR is not available, modified DSBs are repaired using DNA-PK dependent NHEJ whereas
DNA-PK plays merely a facilitating role in the repair of the majority of IR induced DSBs.

The last part of this work investigates the repair of etoposide-induced DSBs with covalently
linked protein-DNA-complexes. The results indicate a direkt role for the MRN-complex in the
G1 phase of the cell cycle. The endonuclease activity of MRN could possibly be involved in
resolving the covalently bound protein by endonucleolytic cleavage of the DNA. The resulting
free ends are rapidly rejoined by NHEJ.

This work allowed insight into the complex network of DSB repair. The contribution of HR to
G2 repair was substantiated and identified as the slow component which is responsible for
ATM/Artemis dendent repair of a subfraction of DSBs. Repair of these breaks continues using
DNA-PK dependent NHEJ in G1 and is channeled into HR in G2. The nature of factors that
implicate the dependency on ATM and Artemis merely can be speculated on and require

further examination.
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3. Einleitung

Die DNA tragt die gesamte genetische Erbinformation eines Organismus, daher ist die
Erhaltung der genomischen Integritét von grof3ter Wichtigkeit fur die Zelle. Unterschiedlichste
Einflisse rufen Schadigungen in der DNA hervor: Fehler bei endogen ablaufenden Prozessen
wie der Replikation oder Meiose konnen ebenso wie die bei Stoffwechselprozessen
entstehenden reaktiven Sauerstoffradikale zu DNA-Schaden fiihren. AuflRerdem besitzen
zahlreiche Agenzien wie Rontgen- oder UV-Strahlung und verschiedene mutagen wirkende
Chemikalien und Chemotherapeutika potentiell DNA-schadigende Eigenschaften. Das
Spektrum der entstehenden Schaden ist groR und reicht von einfachen Basenschadigungen
Uber kovalente Verknlpfung zwischen einzelnen DNA-Strangen oder zwischen DNA und
Protein bis hin zu DNA-Einzelstrangbriichen (ESBs) und DNA-Doppelstrangbriichen (DSBS).
In der Zelle existieren unterschiedliche Reparatursysteme, die Schaden in der DNA erkennen
und fur deren Behebung verantwortlich sind. Eng mit der Reparatur verknipft sind weitere
Antworten der Zelle. So wird der Zellzyklus angehalten, um der Zelle Zeit zur Beseitigung der
aufgetretenen Schaden zu geben und somit zu verhindern, dass die Zelle mit Schaden die
Replikation aufnimmt oder in die Zellteilung eintritt. Ist der zugefiigte Schaden zu grof3, als
dass dieser noch repariert werden konnte, so wird der programmierte Zelltod eingeleitet, um
die Vermehrung zu stark geschadigter Zellen zu vermeiden. Defekte in diesem komplexen
Netzwerk aus Zellzyklusregulation, DNA-Reparatur und Apoptoseinduktion stehen in
Zusammenhang mit dem Auftreten von Mutationen und kénnen zur Entstehung von Krebs
fuhren.

lonisierende Strahlung und verschiedene Chemotherapeutika induzieren multiple Schéden in
einem rdumlich engen Bereich und erzeugen auf diese Weise DSBs in der DNA. Diese
gehoren zu den schwerwiegendsten DNA-Schadigungen und kénnen zum permanenten
Zellzyklusarrest oder zur Induktion der Apoptose fiihren (Olive 1998). Die Reparatur von DSBs
stellt die Zelle vor eine spezielle Herausforderung, da in diesem Fall beide DNA-Strange
geschadigt sind und nicht ein DNA-Strang als Matrize zur Reparatur des anderen Stranges
dienen kann. Bereits ein einziger unreparierter DSB kann in Hefezellen die Apoptose auslésen
(Paques & Haber 1999). Im Falle einer Fehlreparatur kann es zu Translokationen, Inversionen
oder Deletionen kommen und somit massive chromosomalen Aberrationen verursachen
(Hoeijmakers 2001).

Die Strahlenbiologie beschaftigt sich nicht nur mit der Wirkung ionisierender Strahlung
(ionising radiation, IR) auf physikalischer Ebene, sondern versucht auch die biologischen
Mechanismen, die im Anschluss an die Entstehung eines DNA-Schadens in Gang gesetzt

werden, zu verstehen und zu erklaren.



Einleitung 8

3.1. Strahlenphysikalische und -biologische Grundlagen

lonisierende Strahlung kann in elektromagnetische Wellen und Teilchenstrahlung unterteilt
werden und hat die Eigenschaft, ein oder mehrere Orbitalelektronen aus getroffenen Atomen
oder Molekilen herauszuschlagen und damit das Atom oder Molekll zu ionisieren. Neben
lonisationen kénnen auch Anregungen ausgelost werden, wobei ein Elektron eines Atoms
lediglich auf ein héheres Energieniveau gehoben wird und unter Abgabe von Strahlung wieder
auf das urspringliche Energieniveau zuriickfallt. Zu den elektromagnetischen Wellen gehéren
Rontgen- und y-Strahlung, wahrend Elektronen, Neutronen, Protonen, o-Teilchen und

Schwerionen der Teilchenstrahlung zugeordnet werden.

3.1.1. Elektromagnetische Wellen und ihre Wechselwirkung mit Materie

Elektromagnetische Strahlung lasst sich als ein Strom von Photonen darstellen, wobei jedes
Photon geniigend Energie besitzt, um lonisationen durchfiihren zu kénnen. Bei der Absorption
der Rontgenstrahlung durch biologisches Material wird die Energie ungleichmégig in diskreten
Energiepaketen deponiert. Dabei kommt es zur Wechselwirkung der Strahlung mit dem
absorbierenden Material, wobei die Energie der Photonen ausschlaggebend fur die Art der
Wechselwirkung ist. Bei hochenergetischer Rontgenstrahlung dominiert der Comptoneffekt.
Das Photon interagiert mit einem freien Elektron aus der auf3eren Hille eines Atoms, wobei
ein Teil der Energie des Photons als kinetische Energie auf das Elektron tGbertragen wird. Das
Photon wird von seiner Bahn abgelenkt, bewegt sich mit nun geringerer Energie und kann auf
seinem Weg weitere lonisationen verursachen. Das freigesetzte Elektron kann seinerseits mit
der Materie wechselwirken und lonisationen auslésen. Bei niederenergetischer
Rontgenstrahlung (< 50 keV) dominiert der Photoeffekt, der durch die vollstandige Absorption
des Photons durch ein Elektron in der auf3eren Schale eines Atoms gekennzeichnet ist. Das
freigesetzte Elektron bewegt sich mit geringerer Energie weiter als das Photon, da sich der
Energiebetrag um die zum Aufbrechen der Bindung benétigte Energie reduziert, und kann nun
seinerseits ebenfalls mit der Materie wechselwirken und weitere lonisationen ausldsen.
Energien unter 124 eV konnen keine lonisationen bewirken (Hall et al. 2006). Bei sehr hohen
Energien uber 1,02 MeV tritt der Paarbildungseffekt auf. Hier kommt es unter dem Einfluss
des Kernfeldes zu einer Materialisierung des Quants in ein Elektron und ein Positron. Diese
konnen uber sehr hohe Energien verfugen.

Durch die primaren Prozesse wird nur ein einziges Atom ionisiert. Die Wirkung der sekundar
entstandenen Elektronen ist um ein Vielfaches hoher und ist im Wesentlichen fir die
strahleninduzierten Veradnderungen im absorbierenden biologischen Material verantwortlich.
Fir eine Beurteilung der Strahlenwirkung ionisierender Strahlung sind die Eigenschaften der

sekundar entstandenen Elektronen ausschlaggebend.
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Standardmafig eingesetzte 90 kV-Rontgenstrahlung und 25 kV-Mammographiestrahlung
kénnen der Photonenstrahlung zugeordnet werden, jedoch sind die Effekte auf biologisches
Material unterschiedlich. 90 kV-Rdntgenstrahlung 16st in durchdrungener Materie vor allem
den Comptoneffekt aus, wahrend die Wechselwirkung von niederenergetischer 25 kV-
Strahlung vom Photoeffekt dominiert wird. Die Elektronen, die durch niederenergetische
Roéntgenstrahlung freigesetzt werden, verfligen zudem Uber geringere Energien als bei
hoherenergetischer Strahlung. Somit sind die Elektronenspuren kirzer und es kommt zum
Auftreten von vielen lonisationsereignissen auf relativ kurzer Strecke. Dies fuhrt zu einer
erhdhten Effektivitéat (Hill et al. 2001). Die Dimensionen der Elektronenspuren mit sehr hoher
lonisationsdichte liegen im GréRenbereich der DNA-Helix. Es ist daher leicht vorstellbar, dass
durch niederenergetische Rontgenstrahlung mit grof3er Effizienz DSBs induziert werden.
(Kiefer et al. 2003, Hall et al. 2006)

3.1.2. Linearer Energie Transfer und Relative Biologische Wirksamkeit

Die Energie der ionisierenden Strahlung wird entlang der Bahnspur weitgehend in diskreten
Energiepaketen abgegeben, die entlang ihres Weges lonisationen hervorrufen. Je nach Dichte
der auftretenden lonisationen kann IR in dinn und dicht ionisierende Strahlung unterteilt
werden. Dabei wird die pro Wegstrecke deponierte Energie als LET (linear energy transfer)
definiert. Photonenstrahlung wie Roéntgen- und y-Strahlung wird als diinn ionisierende
Strahlung eingestuft und erzeugt entlang der Photonenspur relativ wenige lonisationen, die
raumlich weit voneinander getrennt liegen. Dagegen kann es bei dicht ionisierender
Teilchenstrahlung mit hohem LET zu tausenden lonisationen kommen, die relativ geringen
Abstand zueinander aufweisen.

Zur Beurteilung der Strahlenwirkung auf biologisches Material ist die im Korper deponierte
Energie entscheidend. Diese wird durch die Dosis angegeben, die definiert ist als absorbierte
Energie pro Masse und in der Einheit ,Gray“ (Gy) angegeben wird. Zum Vergleich
verschiedener Strahlenarten, die in biologischen Systemen bei gleicher Dosis unterschiedliche
Wirkung ausiiben kénnen, dient die relative biologische Wirksamkeit (RBW). Diese gibt das
Verhéltnis einer Referenzstrahlung (z.B. 250kV Rontgenstrahlung) zu der zu
charakterisierenden Teststrahlung an, die zur Auslésung desselben Effekts fuhrt. So weist
beispielsweise 1 Gy a-Teilchen einen hoheren LET auf und erzeugt einen etwa 20fach
grolReren Effekt als 1 Gy Rontgenstrahlung. (Kiefer et al. 2003, Hall et al. 2006)

3.1.3. Direkte und indirekte Strahleneffekte im biologischen System

Der Zellkern mit der darin enthaltenen DNA konnte schon frih als strahlenempfindliches
Kompartiment der Zelle identifiziert werden (Munro et al. 1970). Die direkte Strahlenwirkung ist

durch Wechselwirkung der Strahlung oder entstehender Sekundarelektronen mit der DNA
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gekennzeichnet und tritt vor allem bei Strahlungsarten mit hohem LET wie beispielsweise
a-Teilchen auf. Dabei werden Atome und Molekile der DNA direkt ionisiert oder angeregt,
was zum Aufbrechen von kovalenten Bindungen und somit zur Schadigung der DNA flihren
kann (Abb. 3.1). DuUnn ionisierende Strahlung mit niedrigem LET wie Ro&ntgenstrahlung
dagegen verursacht meist indirekte lonisationen. Dabei interagiert das Photon mit dem
absorbierenden Material unter Erzeugung von freien Radikalen, die eine geniigend grof3e

Reichweite besitzen um die DNA zu erreichen und diese zu schadigen (Abb. 3.1).

INDIRECT Abbildung 3.1: Direkte und indirekte Wirkung
ACTION ionisierender Strahlung.
- Die DNA ist schematisch dargestellt. Bei der

o~

iy direkten Wirkung reagiert ein Elektron, das
@* durch Absorption eines Rdntgenphotons
Pt N entstanden ist, direkt mit der DNA und
O verursacht einen DNA-Schaden. Bei der
: Yy indirekten ~ Wirkung reagiert das vom
Roéntgenphoton gebildete Sekundarelektron
unter Bildung von Hydroxylradikalen (OHs) mit
0601‘% H,O. Diese wechselwirken mit der DNA und
ol e verursachen den DNA-Schaden. Bei dicht
PO ionisierender Strahlung Uberwiegt der direkte
4 : Effekt, bei dinn ionisierender Strahlung der
L ®© | indirekte Effekt.
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DIRECT C = Cytosin, G = Guanin, T = Thymin)
ACTION (aus: Hall et al. 2006)
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Da Zellen zu 80 % aus Wasser bestehen, wird der gréf3te Teil der Energie von Wasser
absorbiert. Bei der Wechselwirkung eines Photons mit einem Wassermolekil kann dieses
unter Entstehung eines Radikals ionisiert werden.

H,O > H,O" + e (lonisation)

H,O" + H,0 = H30" + OHe
Das ionische H,O"-Radikal besitzt ein ungepaartes Elektron in der auBeren Schale und tragt
auRerdem aufgrund des Elektronenverlusts eine positive Ladung. Es zeigt hohe Reaktivitét
und fohrt durch den Angriff auf andere Wassermolekile zur Entstehung einer weiteren
reaktiven Sauerstoff-Spezies, dem Hydroxylradikal OHe.
Neben der lonisation kann es durch IR zur Anregung und anschlieRenden Homolyse des
Wassers kommen. Auch bei diesem Prozess treten Hydroxylradikale auf.

H,O > He + OHe (Spaltung)
Das Hydroxylradikal zeigt die grof3te Reaktivitat der entstehenden Radikale und hat daher
eine geringe Reichweite. Es diffundiert nicht weiter als zwei Molekildurchmesser (Marnett et
al. 2000). Entsteht es jedoch im Bereich von wenigen Nanometern um die DNA, so kann es
diese erreichen und zu DNA-Schéaden fiihren (Goodhead et al. 1994). Die Bedeutung dieser

Radikale fir die Wirkung von IR auf biologisches Material ist enorm und verantwortlich fir den
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Grof3teil des durch Rontgen- oder y-Strahlung induzierten Schadens. (Kiefer et al. 2003, Hall
et al. 2006, Friedberg et al. 2006)

3.1.4. Strahleninduzierte Schaden der DNA

Durch IR wird eine Bandbreite an DNA-Schaden induziert, die unterschiedliche Auswirkungen
auf die Zelle haben. Einfache Schadigungen wie Basenverluste oder -verdnderungen kommen
in groBer Zahl vor und kdnnen relativ leicht repariert werden. Dagegen stellt vor allem die
Reparatur von DSBs die Zelle vor eine Herausforderung, da hier beide Strange der DNA
geschadigt sind. Somit gehdren diese zu den folgenschwersten Schadigungen der DNA. Eine
Bestrahlung mit 1 Gy Rontgenstrahlung produziert 1000 bis 2000 Basenschaden, 600 bis
1000 ESBs und 16 bis 40 DSBs (Ward 1988). Die Bedeutung von Basenschaden und DNA-
ESBs ist bei Verwendung biologisch relevanter Strahlendosen gering. Sie kénnen sehr schnell
repariert werden und haben keinen Einfluss auf das zellulare Uberleben (Ward 1995). In
Abb. 3.2A sind mogliche Schaden der DNA, die durch Einwirkung von IR ausgeltst werden,
schematisch dargestellt.

OHe Radikale sind fir diinn ionisierende Strahlung mit geringem LET der Hauptausléser von
strahleninduzierten Schaden und zeigen typische Reaktionsmuster. Es konnte gezeigt
werden, dass der Angriff von OHe bevorzugt an der C5=C6-Doppelbindung von Pyrimidinen
erfolgt (Cadet et al. 1998). Durch die Reaktion des entstehenden Pyrimidinradikals mit
Sauerstoff kann es anschlieBend zur Entstehung von gesattigten Ringstrukturen wie
beispielsweise Thyminglycol (5,6-Dihydroxy-5,6-dihydrothymin) kommen (Demple & Linn
1982, Ward 1988, Cadet et al. 1998). Der Angriff von Hydroxylradikalen auf das Purin Guanin
fuhrt zur Entstehung von 8-Oxoguanin (7,8-Dihydro-8-oxoguanin) und seiner isomeren Form
8-Hydroxyguanin (Cadet et al. 1999). Diese erlauben die Paarung mit Adenin, was zur
Entstehung von Transversionsmutationen beitragen kann (Cheng et al. 1992). AulRerdem
kénnen Purin-Reste unter Bildung von z.B. 8-5"-Cyclodeoxy-guanosin bzw. -adenin zyklisieren
und somit eine Verzerrung der DNA-Helix herbeifiihren (von Sonntag 1987, Teoule 1987,
Dizdaroglu et al. 1987). 20 % der entstehenden Hydroxylradikale greifen die Zucker des DNA-
Ruckgrats an und entziehen diesen unter Bildung eines Desoxyribose-Radikals ein Proton.
Der bevorzugte Angriffspunkt von OHe ist dabei vermutlich an der C4 -Position der
Desoxyribose (Breen & Murphy 1995).

IR deponiert die abgegebene Energie entlang der Bahnspur in diskreten Energiepaketen, die
aber nicht homogen verteilt sind. Wird eine groRe Menge Energie auf relativ kleinem Raum
abgegeben, so kommt es zum gehauften Auftreten von OHe Radikalen, die aufgrund der
geringen Reichweite zahlreiche Schaden auf lokal begrenztem Raum auslosen (Abb. 3.2B).
Diese locally multiply damaged site (LMDS) kann durch die Kombination von direkter und

indirekter Strahlenwirkung entstehen, wird aber durch eine einzelne lonenspur induziert und
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umfasst schatzungsweise einen Bereich von 20bp (Hall et al. 2006). DNA-
Doppelstrangbriiche werden den LMDS zugeordnet und sind durch Schadigung des
Zuckerphosphat-Riickgrats auf beiden Strangen der DNA in einem Bereich von etwa 10 bp
gekennzeichnet. Die Mehrzahl der durch IR induzierten DSBs weist verénderte oder zerstorte
Enden auf, was die einfache Religation des Bruchs ausschliel3t (von Sonntag 1987). So fehlen
haufig die OH-Gruppen am 3"-Ende und Phosphate oder Phosphoglycolate kénnen angefligt
sein (Henner et al. 1983). Ebenso kann es zum Verlust des Phosphats am 5" -Ende kommen,
der verbliebene Zucker weist dann oftmals ebenfalls Schadigungen auf. An den Bruchenden
kbnnen Basen verloren gehen und es kann zum Auftreten von (Uberhdngenden
einzelstrangigen Enden kommen (von Sonntag 1987). Diese vielfaltigen Veranderungen der
Bruchstellen erfordern eine umfassende Prozessierung bevor die Reparatur der DNA erfolgen
kann. (Kauffmann et al. 2001, Hall et al. 2006, Friedberg et al. 2006)

A B
‘ Einzelstrangbruch

/—"{m‘/ Basenschaden - BEE ——*—
DNA-Protein- . T l r | I I I l—[ 2nm
Quervernetzung . uckerschaden | l ] . I I

{Crosslink)

Spur Blob
Basenverlust
4nm 7nm
diameter diameter
3 ion pairs 12 ion pairs
Bulky Lesion
{Mehrfachschaden)

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung von DNA-Schéaden durch ionisierende Strahlung.

(A) Basenschaden oder Basenverluste und Zuckerschaden treten nach ionisierender Strahlung (IR) in
groRer Zahl auf. AulRerdem kommt es zur Entstehung von Strangbriichen. Einzelstrangbriiche (ESBs)
weisen einen geschadigten DNA-Strang auf, bei Doppelstrangbriichen (DSBs) sind beide Strange
betroffen. Treten zahlreiche einfache Schaden gehauft auf lokal begrenztem Raum auf, spricht man
von Mehrfachschaden (bulky lesion oder locally multiply damage site, LMDS). Bei sehr hohen
Strahlendosen kann es zur kovalenten DNA-Vernetzung (crosslink) kommen (aus: Kaufmann et al.
2001)

(B) Schematische Darstellung einer LMDS. Die Energie von Réntgenstrahlen wird nicht homogen
abgegeben, sondern in diskreten Paketen entlang der Bahnspur eines Rontgenphotons bzw. des durch
lonisation entstandenen Sekundarelektrons deponiert. Die Ausmaf3e der ionisierten Bereiche (spurs
und blobs) sind vergleichbar mit dem Durchmesser der DNA (2 nm). Tritt ein lonisationsbereich in der
Néhe der DNA auf, so kommt es zu zahlreichen lonisationen und damit vielen Schaden in einem
begrenzten DNA-Abschnitt. (aus: Hall et al. 2006)

3.2. Radiomimetika
DNA-Schaden kénnen auch durch zahlreiche Chemikalien und Chemotherapeutika induziert
werden. Ein mdglicher Angriffspunkt fir diese Molekile sind Topoisomerasen. Diese Enzyme

sind in der Lage, die DNA durch das Setzen von Strangbriichen zu entwinden, somit sterische
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Spannung zu reduzieren und das Risiko von DNA-Schaden zu verringern. Topoisomerase |
(Topol) setzt einen ESB und entdrillt die DNA, indem der gebrochene Strang um den intakten
Strang herumgewunden wird, wahrend die Topoisomerase Il (Topoll) durch das Setzen von
DSBs ganze Windungen aus der DNA entfernen kann. Topoll fuhrt Reaktionen durch, die fur
die Zelle potentiell gefahrlich werden kénnen. So kommt es zum einen zur Einfiihrung von
DSBs, zum anderen werden kovalente Bindungen zwischen Protein und DNA geknipft
(Schoeffler & Berger 2008).

Um die Entstehung von persistierenden DSBs zu vermeiden durchlauft die Topoll eine streng
reglementierte Abfolge von Ereignissen, die die Religation der gesetzte DSBs vor dem
Verlassen der DNA sicherstellt. Dies spiegelt sich in der komplexen zweigeteilten Struktur des
Enzyms wider, die in Abb. 3.3A gezeigt ist. Die eukaryotische Topoll ist ein Homodimer aus
zwei Untereinheiten, die aus jeweils drei Doménen bestehen. Die N-terminale Doméane (N-
gate) ist zustandig fir die Bindung und Hydrolyse von ATP und kann zudem uber eine
transducer-Region mit der zentralen Tasche (DNA-gate) kommunizieren (Bjergbaek et al.
2000, Classen et al. 2003). Diese fuhrt die Bindung und Spaltung der DNA aus, indem an
beiden DNA-Strangen versetzt ein ESB induziert wird, sodass ein 5-Uberhang von 4 bp
entsteht (Muller et al. 1988). Die WHD-Region des DNA-gates enthalt das katalytisch aktive
Tyrosin, das die Spaltung der DNA durchfihrt (Sander & Hsieh 1983) und die Enden des
DSBs durch eine kovalente Bindung in einem cleavable complex fixiert (Zechiedrich et al.
1989). AulRerdem verfugt das DNA-gate uber eine shoulder-Region, die an der Fixierung der
DNA beteiligt ist (Dong & Berger 2007). Die C-terminale Domane (C-gate) schliel3lich sorgt fur
die koordinierte Entlassung der DNA nach erfolgter Religation des eingeflihrten DSBs (Berger
et al. 1996, Fass et al. 1999) und ist auerdem durch die enthaltene NLS (nuclear localisation
sequence) fur die Kernlokalisation des Proteins verantwortlich (Crenshaw & Hsieh 1993). Die
Bindung von Topoll an die DNA und die anschlieende katalytische Aktivitdt werden u. a.
durch die Topologie der DNA reguliert, die von dem Enzym erkannt werden kann. Die
Interaktion erfolgt dabei vorzugsweise an DNA-Strangen mit negativen oder positiven
supercoils und weniger an relaxierter DNA (Zechiedrich & Osheroff 1990).

Die Passage des DNA-Segmentes durch den gesetzten DSB verlauft durch einen
Reaktionszyklus, der schon frih beschrieben wurde und durch jingere Forschungen bestétigt
werden konnte (Mizuuchi et al. 1980). Die Reaktionssequenz beginnt mit der Bindung eines
DNA-Segments (gate/G-Segment) am DNA-gate (Roca & Wang 1992). Anschliel3end wird am
N-gate ebenfalls ein DNA-Segment gebunden (fransport/T-Segment) (Roca et al. 1993,
Kampranis et al. 1999). Nach der Assoziation von 2 ATPs an der ATP-Bindungsdoméne
(GHKL-Motiv) schlief3t sich das N-gate um die zu transportierende T-DNA (Roca & Wang
1992, Olland & Wang 1999). Hydrolyse eines ATPs l6st eine Konformations&nderung aus und
induziert das Offnen des DNA-gates unter Spaltung des dort gebundenen DNA-Stranges
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(G-Segment) durch das katalytisch aktive Tyrosin (Harkins et al. 1998, Baird et al. 1999). Die
T-DNA wandert durch die Liicke und wird nach erfolgter Religation des DSBs in der am DNA-
gate gebundenen DNA durch das getffnete C-gate entlassen (Roca et al. 1996, Dong &
Berger 2007). Hydrolyse des zweiten gebundenen ATP fuhrt zum erneuten Offnen des
N-gates (Wigley et al. 1991) und das Enzym ist bereit fir einen neuen Reaktionszyklus
(Ubersicht: Schoeffler & Berger 2008). Der Reaktionszyklus der Topoll ist in Abb. 3.3B

schematisch dargestellt.

M-terminal strap

T segrment

Abbildung 3.3: Struktur und Reaktionsmechanismus der Topoisomerase Il (Topoll)

(A) Struktur der ATPase, DNA-Bindungs- und -Spaltungsregion der Topoll aus S. cerevisiae. Ein
Protomer des Homodimers ist in grau dargestellt. Die Bezeichnung der gafte-Regionen ist links
angezeigt. Die GHKL-Domaéane zur Bindung und Hydrolyse von ATP (gelb) kommuniziert tber eine
transducer-Region (orange) mit dem zentralen DNA-gate, das aus TOPRIM-Domane (rot), WHD
(winged helix domain, violett) und shoulder-Region (blaugriin) besteht. Das katalytisch aktive Tyrosin
ist als turkisfarbener Kreis dargestellt. Das C-gate wird von einer coiled-coil Region mit distaler
globularer Domane (blau) gebildet.

(B) Schematische Darstellung des Reaktionsmechanismus der Topoll aus S. cerevisiae. Die Farbung
der Doméanen entspricht Abbildung A. (1) Bindung des G-Segments am DNA-gate. (2) Bindung von
2ATP (*) am N-gate, dadurch schlief3t dieses um das assoziierte T-Segment. (3) Hydrolyse von 1 ATP,
Konformationsénderung und Spaltung des G-Segments, Passage des T-Segments durch das DNA-
gate. (4) Religation des G-Segments, Offnen des C-gates und Entlassung des T-Segments. Durch
Hydrolyse des verbliebenen ATPs wird das N-gate wieder getffnet, die Spaltprodukte werden
entlassen und das Enzym ist bereit fir einen neuen Reaktionszyklus. (aus: Schoeffler & Berger 2008)

Chemotherapeutika greifen héufig in den Reaktionszyklus der Topoll ein. Topoll-Gifte wie die
Epipodophyllotoxine verhindern die Beseitigung der kritischen Strukturen und sorgen fir die
Stabilisierung von Intermediatzustanden, die als DNA-Schaden erkannt werden. Somit wird
das essentielle Enzym in ein Zellgift umgewandelt (Liu et al. 1989, Nitiss 1994, Nitiss & Beck
1996). Andere Chemotherapeutika wirken als katalytische Inhibitoren und verhindern die
enzymatische Aktivitat von Topoll. Dies kann beispielsweise durch direkten Kontakt mit dem
Enzym geschehen, etwa durch kompetitive Bindung der ATPase-Domane wie bei Novobiocin

(Corbett et al. 1993). Bisdioxopiperazine interagieren ebenfalls direkt mit dem Enzym und
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arretieren es in Form einer geschlossenen Klammer (Roca et al. 1994). Alternativ kann das
Inhibitormolekil auch direkt an die DNA binden, diese blockieren und somit den Kontakt
zwischen Topoll und DNA verhindern, wie es bei Anthracyclinen der Fall ist (Jensen et al.
1990).

Das haufig verwendete Chemotherapeutikum Etoposid (VP16) ist ein Topoll-Gift der Gruppe
der Epipodophyllotoxine und wird aus der Wurzel von Podophyllum peltatum gewonnen. Es
blockiert die Topoll nach Induktion des DSBs und Ausbildung kovalenter Bindungen zu den
5"-Enden des entstandenen Bruchs in Form eines cleavage complex und sorgt so fur die
Entstehung von DSBs mit kovalenter DNA-Protein-Bindung (Liu et al. 1989). Etoposid
verhindert die Religation des induzierten DSBs (Sorensen et al. 1992, Burden et al. 1996). Der
genaue Wirkmechanismus von Etoposid ist noch nicht bekannt, jedoch gibt es Hinweise einer
Interaktion mit dem Enzym-DNA-Komplex (Burden et al. 1996), mdglicherweise unter
Beteiligung des katalytisch aktiven Tyrosins am DNA-gate der Topoll (Burden & Osheroff
1998, Wang et al. 2002).

3.3. Zellulare Schadensantwort auf DNA-Doppelstrangbriche

Die zellulare DNA-Schadensantwort als Signal-Transduktionskaskade beginnt mit der
Erkennung des Schadens durch ein Signal, welches von biologischen Sensormolekilen
wahrgenommen wird. Dieses Signal besteht entweder im DSB selbst oder in
Chromatinveranderungen, die durch den DNA-Schaden ausgelost werden. Die Sensoren
geben die Information weiter an Transducer, die fur die Verstarkung und Weitergabe des
Signals an Effektoren zustandig sind. Diese sorgen dann fur die unterschiedlichen Antworten
der betroffenen Zelle. Der Zellzyklus muss kontrolliert und bei Bedarf angehalten werden, um
der Zelle Zeit fir eine adaquate Beseitigung des Schadens zu geben, wobei die zustdndigen
Reparaturvorgdnge ebenfalls durch Effektormolekile initiiert werden. Gleichzeitig findet eine
Kommunikation mit Schllsselproteinen der Apoptoseregulation statt, damit die Zelle bei nicht
reparablen DNA-Schaden dem programmierten Zelltod zugefiihrt werden kann. Eine Ubersicht
Uber den Ablauf der DNA-Schadensantwort ist in Abb. 3.4 gezeigt.

In juingster Zeit wurde die Signalkaskade um ein weiteres Mitglied, die Mediatoren, erweitert.
Diese besitzen keine eigene katalytische Aktivitat, sie konnen aber die Interaktion zwischen

anderen Proteinen unterstutzen und somit zur Signalweitergabe beitragen.
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Abbildung 3.4: Schematische Darstellung der DNA-Schadensantwort

Durch endogene und exogene Einflisse kommt es zum Auftreten von DSBs in der DNA. Sensor-
Proteine erkennen den DNA-Schaden und Ubermitteln ein Signal an Transducer. Diese verstarken das
empfangene Signal und geben es an Effektoren weiter, die die verschiedenen Antworten der Zelle auf
den aufgetretenen Schaden in Gang setzen und Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur oder
Apoptoseinduktion aktivieren. (aus: Khanna & Jackson 2001)

3.3.1. Die Schadenserkennung

Das Auftreten eines DSBs hat gravierende Auswirkungen auf die Struktur des Chromatins und
es besteht die Moglichkeit, dass Veranderungen des Chromatins wenigstens teilweise an der
Signalgebung beteiligt sind. Es erfolgt eine Dekondensation des Chromatins, die
normalerweise versteckt liegenden Histone werden exponiert und sind damit fir verschiedene
Interaktionspartner besser zuganglich.

In der Tat kommt es nach dem Auftreten eines DSBs zur Modifikation der Histone,
beispielsweise kann Histon H3 an der Position Lys79 methyliert werden (Sanders et al. 2004),
was die Affinitat des Mediatorproteins 53BP1 gegentber H3 in vitro erhéht (Huyen et al.
2004).

AulBerdem erfahrt die Histonisoform H2AX, die durchschnittlich etwa 10% der H2A-Population
im Genom ausmacht, in lokal begrenzter Umgebung eines DSBs eine Phosphorylierung an
Serl39 (Rogakou et al. 1998). Das entstehende yH2AX ist von groéRter Wichtigkeit bei
Erkennung und Weitergabe des Schadenssignals. Es bleibt nicht auf die unmittelbare
Umgebung des DSBs begrenzt, sondern wird durch positive Rickkopplung weiter verstarkt,
sodass schlief3lich schatzungsweise etwa 2000 H2AX-Molekile tiber 2 Mbp DNA um den DSB
phosphoryliert vorliegen (Rogakou et al. 1998). Auf diese Weise kann die Information Uber
einen lokal aufgetretenen gefahrlichen DNA-Schaden, der als DSB das Potential zu
weitreichenden  Chromatinveranderungen besitzt, auf die gesamte umgebende
Chromatinregion ubertragen werden.

Das Phosphorylierungsmotiv von H2AX, das SQ-Motiv, liegt am C-Terminus des Proteins und
ist ein Erkennungssignal fur die Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase ahnlichen Kinasen (PIKK),
zu denen die Proteine ATM (Ataxia telangiectasia mutated), ATR (ATM and Rad3 related)



Einleitung 17

und die katalytische Untereinheit der DNA-PK (DNA dependent protein kinase catalytic
subunit, DNA-PK.s) gehoren. Alle drei konnen H2AX phosphorylieren, wobei ATM fir die
Detektion und Weitergabe des Signals nach dem Auftreten von DSBs zustandig ist, wahrend
ATR bei Replikationsprozessen aktiv wird (Abraham 2001). Ob die Phosphorylierung von
H2AX durch DNA-PK von Bedeutung ist und inwieweit eine Kooperation mit ATM stattfindet,
ist bisher noch nicht geklart. Neben der Verstarkung des Initialsignals kommen ATM und ATR
noch weitreichendere Funktionen bei der Weiterleitung des Schadenssignals zu. Als Serin-
Threonin-Kinasen phosphorylieren und aktivieren sie tber 700 Proteine des DNA-Reparatur-
Netzwerkes (Matsuoka et al. 2007), darunter Faktoren der Zellzyklusregulation und DNA-
Reparatur, es wird aber auch Einfluss auf Nukleinsdure- und Proteinmetabolismus,
Zellstruktur und -proliferation und Signaltransduktion genommen (Abraham 2004).

Der mechanistische Beitrag der umfangreichen H2AX-Phosphorylierung besteht in der
Bereitstellung einer Plattform fiir zahlreiche andere Reparaturfaktoren (Kim et al. 2006). So
konnte die Erkennung und Bindung von yH2AX durch 53BP1 (Ward et al. 2003), NBS1
(Kobayashi et al. 2002) und MDC1 (Stewart et al. 2003) gezeigt werden.

Die Induktion der initialen Phosphorylierung von H2AX wird kontrovers diskutiert.
Verschiedene Quellen gehen davon aus, dass ATM selbst in der Lage ist, die veranderte
Chromatinstruktur im Umfeld eines DSBs zu erkennen, sich daraufhin autophosphoryliert und
aktiviert und somit die Verstdrkungskaskade in Gang setzt (Bakkenist & Kastan 2003).
Andererseits konnte die hohe Affinitdt des Ku70/Ku80-Komplexes zu freien DNA-Enden zur
Rekrutierung der DNA-PK.s filhren, die dann wiederum die Phosphorylierung der ersten
H2AX-Molekile ausfihren kdnnte (Kinner et al. 2008).

Auch wird eine Beteiligung des Mrell-Rad50-NBS1 (MRN)-Komplexes bei der DSB-
Erkennung angenommen, zusatzlich zu den bekannten Funktionen in der DNA-Replikation
und DNA-Reparatur sowie bei der Signalweitergabe zur Zellzyklusregulation (Assenmacher &
Hopfner 2004). Der MRN-Komplex bindet demnach in Form eines Heterotetramers (M2R2)
Uber das DNA-Bindemotiv von Mrell an das Bruchende (deJager et al. 2001). Nach der
Bindung an die DNA kommt es zu einer Konformationsdnderung des Komplexes, sodass die
beiden Rad50-Molekille parallel angeordnet sind und die intermolekulare Vernetzung mit
einem am komplementaren Bruchende lokalisierten MRN-Komplex mdglich ist (Moreno-
Herrero et al. 2005). Auf diese Weise konnen die beiden Bruchenden des DSB in rdumlicher
Nzhe gehalten werden. Uber NBS1 ist auch die Bindung an ATM mdglich (Kobayashi et al.
2002) und beide Komponenten sind bei der Erkennung und Signalweitergabe nach dem
Auftreten eines DSBs eng miteinander verknupft (Lavin 2007). Ob nun der MRN-Komplex
zuerst am Bruchende fur die Aktivierung von ATM zustandig ist oder ATM nach
eigenstandiger Erkennung des DNA-Schadens nach Autophosphorylierung fur die Weitergabe

des Signals sorgt, bleibt im Fokus der Forschung.
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3.3.2. Regulation des Zellzyklus

Der Zellzyklus umfasst die streng reglementierte Abfolge von Ereignissen zwischen zwei
Zellteilungen und kann in vier Phasen unterteilt werden. Die Prasynthesephase (gapl,
G1-Phase) ist die erste Phase, die gerade gebildete Tochterzellen durchlaufen. Die Zelle
beginnt zu wachsen, Zytoplasma und Zellorganellen werden erganzt. Aul3erdem wird durch
Produktion von mRNAs fir Replikationsenzyme wund Histone die anschlieRende
Synthesephase (S-Phase) vorbereitet. Diese beginnt mit der Aufnahme der DNA-Synthese,
gleichzeitig wird die RNA-Produktion und Proteinsynthese mit Ausnahme der Histonproduktion
gedrosselt. Am Ende der S-Phase wurde die DNA verdoppelt und jedes Chromosom liegt als
2-Chromatid-Chromosom vor. In der anschlieRenden Postsynthesephase (G2-Phase) wird
wiederum verstarkt Proteinsynthese betrieben. Die Zelle gewinnt an Grél3e, auRerdem werden
Proteine fur die anschlieRende Zellteilung wie etwa Mikrotubuli synthetisiert. Schlie3lich erfolgt
in der Metaphase (M-Phase) die gleichméaRige Verteilung der DNA auf die Tochterzellen und
die Kernteilung (Karyogenese), bevor die zytoplasmatische Trennung der Tochterzellen
(Zytokinese) erfolgen kann. Die entstehenden Tochterzellen kdnnen nun mit dem erneuten
Eintritt in die G1-Phase einen weiteren Zellzyklus beginnen oder verlassen den Zellzyklus in
die Ruhephase (G0-Phase) und stellen die Teilungsaktivitat ein.

Die Regulation des Zellzyklus ist sehr komplex. Der Ubertritt von einer Phase in die nachste
wird durch das Zusammenspiel verschiedener Cycline und Cyclin-abhéngiger Kinasen (cyclin-
dependent kinases, CDK) reguliert, die im Komplex Kinaseaktivitéat besitzen. Die Cycline
werden zu bestimmten Zeitpunkten des Zellzyklus verstéarkt exprimiert, erreichen ein
Maximum und werden anschlie3end rasch abgebaut. Die jeweilige Konzentration an Cyclinen
bestimmt den Ubertritt von einer Zellzyklusphase in die nachste.

AuRere Faktoren wie ZellgroRe, Nahrstoffangebot, Anzahl an vorhandenen Nachbarzellen
oder Kontakt zu Wachstumsfaktoren nehmen Einfluss auf den Zellzyklus. Ebenso wird die
korrekte Abfolge des Zellzyklus an verschiedenen Kontrollpunkten (Checkpoints) Uberwacht
um zu gewahrleisten, dass eine Zelle erst dann in die nachste Phase eintritt, wenn die
vorherige Phase abgeschlossen ist. (Alberts et al. 2002)

Das gehéaufte Auftreten von DNA-Schaden kann zum Innehalten im Zellzyklus fithren. Nach
der Erkennung des Schadenssignals erfolgt die Weiterleitung vor allem Uber die PIKKs ATM
und ATR in Abhangigkeit von der Art des aufgetretenen Schadens. ATR ist verantwortlich fir
die Weitergabe des Signals nach dem Auftreten von einzelstrangigen DNA-Bereichen durch
replikativen Stress oder UV-Bestrahlung (Abraham 2001, Sogo et al. 2002) an die
Checkpointkinasel (Chkl), die dann entsprechende Zielproteine wie Cdc25a und Cdc25c
phosphoryliert und damit inaktiviert. Diese gehéren neben Cdc25b zu einer Gruppe von
Threonin-Phosphatasen, die inhibierende Phosphorylierungen von CDK1 und CDK2 entfernt,

diese somit aktiviert und das Fortschreiten des Zellzyklus erlaubt. Die Inaktivierung der CDK-
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Proteine verhindert dies und sorgt somit fir die Einleitung des Checkpoints (Peng et al. 1997,
Sanchez et al. 1997).

Nach dem Auftreten von DSBs kommt es wie beschrieben zur Aktivierung von ATM, das seine
zellzyklusregulierende Funktion Uber Phosphorylierung der Checkpointkinase Chk2 ausubt.
Diese bewirkt durch Inhibierung von Cdc25a und Cdc25c die oben beschriebene Einleitung
des Checkpoints (Matsuoka et al. 2000). AufRerdem wird tber die Phosphorylierung und damit
Aktivierung von p53 durch ATM die Transkription des CDK-Inhibitors p21 verstarkt, der dann
direkt an den G1-Cyclin-CDK-Komplex bindet und somit den G1/S-Ubergang unterbindet. Ein

Modell der schadensinduzierten Aktivierung der Zellzykluscheckpoints ist in Abb. 3.5 gezeigt.
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Abbildung 3.5: Modell der schadensinduzierten Aktivierung von Zellzyklus-Checkpoints

Das Auftreten von DSBs fiihrt zur Aktivierung von ATM, das verschiedenste Substrate phosphoryliert
und somit direkt oder tGiber Mediatoren die Checkpointkinasen Chkl1 und Chk2 aktiviert. Diese bewirken
die Inhibition von Cdc25a und Cdc25c und sorgen so fiur die Einleitung des Checkpoints. Auf3erdem
kommt es durch Aktivierung von p53 zur Produktion von p21, das als CDK-Inhibitor wirkt. ESBs
bewirken die Aktivierung von ATR-ATRIP, die ebenfalls direkt oder tiber Mediatorproteine Einfluss auf
Chk1 und Chk2 nehmen und die Induktion der Zellzykluscheckpoints auslésen kdnnen. (aus: Li & Zou
2005)
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3.3.3. Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen

Die Reparatur von DSBs verlauft in eukaryotischen Zellen vor allem Uber zwei
Hauptreparaturmechanismen. Die Homologe Rekombination (HR) ist auf die spate S- und G2-
Phase beschrankt, wahrend die Nicht-homologe Endverknipfung (non-homologous end-
joining, NHEJ) wahrend des gesamten Zellzyklus zur Verfligung steht (Abb. 3.6, Rothkamm et
al. 2003).

Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der
Beteiligung von HR und NHEJ an der Reparatur
IR-induzierter DSBs.

In der G1- und frihen S-Phase werden
strahleninduzierte DSBs vorwiegend tber NHEJ
repariert. In der spaten S- und G2-Phase tragen
NHEJ und HR zur Reparatur dieser Briiche bei.
(aus: Rothkamm et al. 2003)

3.3.3.1. Die Homologe Rekombination (HR)

Die HR ist ein sehr préziser Prozess, bei dem die fehlerfreie Reparatur eines DSBs durch den
Abgleich mit sequenzhomologen Bereichen gewéahrleistet ist. Die homologe DNA stammt in
der Regel vom Schwesterchromatid, also der identischen Kopie einer Chromatide, die
wahrend der Replikation in der S-Phase entsteht. Dies erklart auch, weshalb die HR nur in der
spaten S- und G2-Phase zum Einsatz kommt, wo homologe Sequenzen auf der wahrend der
Replikation synthetisierten Schwesterchromatide zur Verfligung stehen. Dagegen werden
Rekombinationereignisse zwischen homologen Chromosomen in Saugern unterdrickt
(Johnson & Jasin 2001). Dies kénnte durch das Vorhandenensein von ausgedehnten
Sequenzen mit repetitiven Elementen erklért werden, die etwa 40 % des Genoms ausmachen
und somit das Risiko von Fehlpaarungen erhéhen.

Nach der Erkennung des DSBs durch den MRN-Komplex, der aus Mrell, Rad50 und NBS1
besteht, erfolgt zunachst die Prozessierung der Enden eines DSBs unter Entstehung von
einzelstrangigen 3’-Uberhangen. Eine Beteiligung des MRN-Komplexes an diesem Schritt
wird vermutet, jedoch besteht die Notwendigkeit der Beteiligung weiterer Faktoren an der
Resektion, da Mrell zwar 3"-5"-Exonuklease- und Endonukleaseaktivitat besitzt, jedoch keine
5°-3"-Exonukleaseaktivitat, die fur diesen Bearbeitungsschritt notwendig wére (Paull & Gellert
1998, Trujillo et al. 1998). Aufgrund seiner ATPase-Aktivitat wird Rad50 zusatzlich eine
Funktion bei der Entwindung der DNA zugeordnet (Paull & Gellert 1999), wahrend NBS1
durch Kommunikation mit ATM vermutlich als Bindeglied zur DNA-Schadens-Signalkaskade
fungiert. Kirzlich konnte CtIP (CtBP interacting protein) als weiterer Interaktionspartner des

MRN-Komplexes identifiziert werden (Sartori et al. 2007).
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Die einzelstrangigen Bereiche werden unmittelbar nach deren Entstehung von
Replikationsprotein A (RPA) erkannt, gebunden und somit vor mdglichen Schéadigungen
geschitzt. AnschlieRend wird Rad51 mit Hilfe von BRCA1l, BRCA2 und Rad52 auf den
einzelstrangigen DNA-Bereich aufgeladen, verdrangt somit RPA und bildet ein
Nukleoproteinfilament (Song & Sung 2000, Ting & Lee 2004, Yang et al. 2002). Rad51 und
seine Paraloge sind zusammen mit Rad52 und Rad54 zustandig fur die ATP-abhangige
Suche nach der homologen Sequenz und fir die Stranginvasion (Baumann et al. 1996, Gupta
et al. 1997). In vitro konnte gezeigt werden, dass Rad52 Ringstrukturen aus sieben Rad52-
Monomeren bildet, die sowohl mit einzelstrdngiger wie auch mit doppelstrangiger DNA
interagieren kénnen (Van Dyck et al. 1998, 1999). Rad54 besitzt ATPase-Aktivitat und weist
Ahnlichkeiten zu Helikasen auf. Es kénnte somit helfen, durch das Entwinden der DNA die
Zuganglichkeit zur Bruchstelle zu verbessern (Solinger et al. 2001).

Durch Invasion des DNA-Einzelstranges in die homologe Sequenz kommt es zur Ausbildung
einer D-Schleife, die theoretisch mit der anderen Seite des DSB zusammenpasst. Es kdnnte
somit nicht nur DNA-Synthese am eingedrungenen Strang betrieben werden, sondern auch
am 3-Ende des nicht-invasiven Stranges unter Bildung von X-férmigen Strukturen, den
sogenannten Holliday-Intermediaten (Holliday junction). Im weiteren Verlauf des
Reparaturprozesses kommt es zur Wanderung der Verzweigungsstelle (branch migration) und
schlieBlich zur Trennung der Uberkreuzten Strukturen. Diese Prozesse sind bisher noch wenig
verstanden und sind Gegenstand der momentanen Forschung. So sind die Bloom-Helikase
und das Produkt des WRN-Gens in der Lage, Holliday junctions als Substrat zu erkennen und
zu binden (Mohaghedegh et al. 2001, Constantinou et al. 2000) und werden in
Zusammenhang mit den Ereignissen in der spaten HR gebracht.

Nach erfolgter DNA-Synthese wird der Reparaturprozess abgeschlossen. Durch Loslésen der
synthetisierten DNA vom Templat wird die Holliday junction ohne Austausch von DNA
(crossing over) zwischen den beteiligten DNA-Strangen gelost und das 5-Ende des
geschadigten DNA-Stranges wird mit dem neu synthetisierten Einzelstrang verbunden. Dies
scheint die in Sdugern bevorzugte Art des Abschlusses der HR zu sein (Johnson & Jasin
2000). Alternativ kann die Holliday junction auch endonukleolytisch gespalten werden. Dabei
kann es zum Austausch von DNA zwischen den beteiligten DNA-Strangen kommen.
AbschlieBend werden eventuell vorhandene Licken mit Hilfe von Polymerasen aufgefuillt,
bevor Ligasen die Strange miteinander verschmelzen. Die beteiligten Proteine sind allerdings
noch nicht bekannt. Der Ablauf der HR ist in Abb. 3.7 schematisch dargestellt.
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Abbildung 3.7: Schematische
Homologen Rekombination (HR)
Nach der Erkennung des DSBs durch den MRN-
Komplex und Signalamplifikation durch ATM werden
die Bruchenden resektiert, sodass iberhangende 3’-
Enden entstehen. Diese werden vom
einzelstrangbindenden Protein RPA erkannt und
geschutzt. BRCA2 wird zum Bruch rekrutiert und
tragt durch Aufladung von Rad51 auf den
Einzelstrang zur Entstehung eines
Nukleoproteinfilaments bei. Rad52 und Rad54 helfen
bei der Invasion des Einzelstranges in die homologe
Sequenz unter Entstehung einer Holliday junction.
Nach erfolgter DNA-Synthese werden die DNA-
Strange entweder voneinander gelést und dem
ursprunglichen Ende zugeordnet oder die Holliday
junction wird endonukleolytisch gespalten, wobei es
durch crossing over zum DNA-Austausch kommen
kann. Nach dem Auffullen eventuell vorhandener

Darstellung der

Licken werden die Enden ligiert. (aus: Valerie &
Crossing over, Povirk 2003)
Homda‘y Junction resolution
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3.3.3.2. Die Nicht-homologe Endverkntpfung (non homologous end-joining, NHEJ)

Das NHEJ ist ein sehr schnell ablaufender Prozess, der auch bei der Reparatur der im Verlauf
der V(D)J-Rekombination bei Antikorper- und T-Zell-Rezeptorproduktion regular gesetzten
DSBs von essentieller Bedeutung ist. Der Reparaturmechanismus ist einfach, die
gebrochenen Enden werden miteinander verkniipft, ohne dass ein Templat mit ausgedehnten
homologen Sequenzen bendtigt wird. Diese Art der Reparatur ist nicht zwangslaufig exakt und
fehlerfrei, bei beschadigten Bruchenden kann es durchaus zum Verlust einiger Nukleotide
kommen.

Die Kernkomponenten des NHEJ bestehen aus zwei Proteinkomplexen, der DNA-abhangigen
Proteinkinase (DNA-PK), die wiederum aus den drei Komponenten Ku70, Ku80 und der
katalytische Untereinheit der DNA-PK (DNA-PK ) zusammengesetzt ist,
XRCC4/DNA-Ligase IV-Komplex (Jeggo 1998, Jackson 2002).

Die Reaktionssequenz des NHEJ beginnt mit der Erkennung des Schadens und der Bindung
der freien DNA-Enden durch das Ku70/Ku80-Heterodimer.

wenig Sequenzhomologie, zeichnen sich aber durch eine &hnliche Topologie aus und bilden

und dem

Beide Proteine besitzen zwar

eine ringformige Struktur, in die die DNA eingefadelt wird (Walker et al. 2001). Die Bindung
des Komplexes erfolgt in Richtung des intakten DNA-Stranges, sodass die Enden fir
Wechselwirkungen mit anderen Proteinen zuganglich sind (Yoo et al. 1999). Neben der
Erkennung und Bindung der DNA-Enden kommt dem Ku70/Ku80-Dimer ebenfalls die Aufgabe
der Rekrutierung der DNA-PK zu.

Dieses Protein besitzt Serin-Threonin-Kinaseaktivitdt (Gottlieb & Jackson 1993), tberbrickt

vermutlich ebenfalls die Licke zwischen den Bruchenden und halt somit die freien Enden in
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raumlicher Néhe (DeFazio et al. 2002). Aufl’erdem werden die freien Enden des DSB
verdeckt, so vor dem Angriff von Nukleasen und Ligasen geschitzt und Degradation bzw.
falsche Verknupfung verhindert (Weterings et al. 2003). Vor der Religation missen die Enden
des DSBs wieder freigegeben werden. Dies geschieht vermutlich durch in-trans-
Autophosphorylierung von zwei an den komplementaren Enden eines DSBs lokalisierten
DNA-PK-Komplexen (Meek et al. 2007). AuBerdem weist die DNA-PK
Phosphorylierungsstellen fir ATM auf, die vor der Freigabe der Enden phosphoryliert werden
mussen (Chen et al. 2007). Auf diese Weise kann sichergestellt werden, dass die Bruchenden
des DSBs erst dann freigegeben werden, wenn die DNA-Schadensantwort in Gang gesetzt
und die Kinaseaktivitat von ATM aktiviert wurde, und zudem beide DNA-Enden so
ausgerichtet vorliegen, dass die trans-Autophosphorylierung von DNA-PK. durchgefiihrt
werden kann. AnschlieBend kommt es zur Konformationsanderung der DNA-PK relativ zum
Bruchende, sodass dieses freigegeben wird und fur weitere Prozessierungsschritte und die
abschliel3ende Religation zugénglich ist.

Die Ligation wird von einem Komplex aus XRCC4 und DNA-Ligase IV nach Aktivierung durch
DNA-PK durchgefihrt (Teo & Jackson 2000). Kirzlich konnte Cernunnos/XLF (XRCC4 Jike
factor) als weiterer NHEJ-Faktor identifiziert werden, der die Ligation durch XRCC4/DNA-
LigaselV unterstiitzt. Der genaue Mechanismus ist jedoch noch ungeklart (Buck et al. 2006,
Ahnesorg et al. 2006).

Neben diesen Kernkomponenten werden mittlerweile auch verschiedene andere Proteine mit
NHEJ in Verbindung gebracht. So gibt es Hinweise darauf, dass der Mrell-Rad50-NBS1-
Komplex an der Schadenserkennung und Initiation der DNA-Schadensantwort auch bei
anschlielender Reparatur durch NHEJ beteiligt sein konnte (Assenmacher & Hopfner 2004).
Der Verlauf des NHEJ ist in Abb. 3.8 schematisch dargestellt.

Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Nicht
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Das NHEJ ermdglicht die Verknipfung von glatten wie auch von tberh&dngenden Enden. Vor
allem durch exogene Einflisse wie ionisierende Strahlung kommt es jedoch zur Entstehung
von Bruchen mit komplizierten Strukturen, wie beispielsweise 3’-Phosphate,
3’-Phosphoglycolate, Zucker- und Basenschaden (Friedberg et al. 2006). Diese kénnen nicht
direkt religiert werden und bendtigen zusétzliche Prozessierung bevor eine abschlieRende
Verknupfung der Enden erfolgen kann. Eine Rolle bei der Prozessierung von komplexeren
Briichen in stationdren Zellen kommt der Nuklease Artemis zu, die wahrend der V(D)J-
Rekombination fir das Aufschneiden von Haarnadelstrukturen zustandig ist (Moshous et al.
2001). Etwa 10-15 % der IR-induzierten DSBs zeigen in GO/G1 eine Abhangigkeit von Artemis
und bleiben auch nach langen Reparaturzeiten in Artemis-defizienten Zellen unrepariert
(Riballo et al. 2004, Kuhne et al. 2004). Epistasisstudien belegen, dass auch ATM an diesem
Reparaturweg teilhat (Riballo et al. 2004). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass die
Schadensqualitstt das Ausmall des Reparaturdefektes beeinflusst. So ist bei
etoposidinduzierten Schaden mit geringer Komplexitdt in konfluenten Zellen keine
Abhangigkeit von ATM und Artemis nachweisbar (Riballo et al. 2004). Mittlerweile konnte
gezeigt werden, dass der ATM/Artemis-abhangige Reparturweg auch in G2 existiert und
ebenfalls fir 10-15 % der IR-induzierten Briiche essentiell ist (Deckbar et al. 2007). Zudem
gibt es Hinweise, dass auch die Lokalisation der DSBs fiur die Reparatur von Bedeutung ist
und ATM in GO/G1 vor allem fur Briiche ben6tigt wird, die mit Heterochromatin assoziiert sind
(Goodarzi et al. 2008).

3.4. Chromosomeninstabilitdtssyndrome in Zusammenhang mit der
DNA-Schadensantwort

3.4.1. Ataxia telangiectasia (AT) und ATM

Ataxia telangiectasia (AT) ist eine mit einer Haufigkeit von 1:40.000 Lebendgeburten (Swift et
al. 1986) selten auftretende autosomal-rezessiv vererbte Erkrankung, die durch Mutation im
AT-Gen auf Chromosom 11 (11g23) ausgeldst wird (Taylor et al. 1975). Dieses codiert flr das
370 kDa grol3e Protein ATM (Ataxia telangiectasia mutated) (Savitsky et al. 1995), dem eine
Schlisselrolle in der DNA-Schadensantwort zukommit.

ATM gehért zu den Phosphatidylinositol-3-OH-Kinase-ahnlichen Kinasen (PIKK),
phosphoryliert jedoch Proteine und nicht Lipide wie andere PIKKs (Savitsky et al. 1995). Die
katalytische Domane der PIKKs ist etwa 300 Aminosauren (aa) lang und liegt von zwei FAT-
Domaénen flankiert nahe dem C-Terminus des Proteins. Beide FAT-Regionen (FAT und FATC)
sind an der Regulation der Konformation der dazwischen gelagerten Kinasedomane beteiligt
(Bosotti et al. 2000). In vivo liegt ATM als inaktives Dimer vor, wobei die FAT-Doméne des
einen die Kinasedomane des anderen Bindungspartners blockiert und umgekehrt. Nach dem

Auftreten von DSBs phosphorylieren sich die Partner gegenseitig am in der FAT-Doméane
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lokalisierten Serin1981 um anschlieRend in zwei aktive Monomere zu zerfallen und Substrate
mit einem Erkennungsmotiv aus Serin oder Threonin gefolgt von Glutamin (S/T-Q-Motiv) zu
phosphorylieren (Bakkenist & Kastan 2003, Shiloh 2006).

Die Krankheit Ataxia telangiectasia ist gekennzeichnet durch fortschreitende Ataxie aufgrund
zunehmender Degeneration der Kleinhirnrinde, primare Immundefizienz, erhohte
Strahlenempfindlichkeit und erhohtes Krebsrisiko. Zudem treten charakteristische
Erweiterungen der KapillargeféaRe (Telangiektasien) in der Bindehaut des Auges, im Gesicht
und an den Ohren auf (Savitsky et al. 1995). Das Krebsrisiko ist gegentber der
Normalbevdlkerung etwa 60-80fach erhdoht (Meyn 1997). Auf zellularer Ebene zeichnet sich
das AT-Syndrom durch defekte Zellzyklus-Checkpoints, fehlerhafte Apoptose, defekte p53-
Schadensantwort sowie auftretende Chromosomenbriiche und instabile Telomere aus (Lavin
& Khanna 1999, Shiloh & Kastan 2001). AT-Zellen weisen eine 3-4fach erhohte
Strahlenempfindlichkeit auf (Taylor et al. 1975). Auch langere Zeit nach IR liegen etwa 10-
15 % der induzierten Briiche unrepariert vor (Lobrich et al. 2000). Sie zeigen ebenfalls eine
erhohte Anzahl an Chromosomenaberrationen nach IR (Cornforth & Bedford 1985, Deckbar et
al. 2007).

3.4.2. AT-ahnliche Syndrome

3.4.2.1. Nijemegen breakage syndrome (NBS) und NBS1

NBS ist eine selten auftretende autosomal-rezessive Krankheit verursacht durch die
hypomorphe Mutation des NBS1-Gens auf Chromosom 8 (8g21). Etwa 90 % der NBS-
Patienten sind homozygot fur die Mutation 657del5, die zu einem trunkierten Restprotein fihrt
(Varon et al. 1998), das aber noch Restaktivitat aufweist (Kruger et al. 2007). Der Totalverlust
von NBS1 ist embryonal lethal (Zhu et al. 2001).

Das NBS1-Gen kodiert fir NBS1, p95 oder Nibrin, ein 95 kDa gro3es Protein, das als
Bestandteil des MRN-Komplexes wichtige Funktion in der DNA-Schadensantwort wahrnimmit.
Die N-terminale Region weist sowohl eine FHA (fork-head associated) als auch eine BRCT
(BRCA1 carboxy-terminal) Domane auf, die beide h&aufig mit Zellzykluskontrolle und
DNA-Schadensantwort in Verbindung gebracht werden (Becker et al. 2006). Vermutlich sind
diese Regionen verantwortlich fir die Interaktion mit yYH2AX (Kobayashi et al. 2002). NBS1 ist
ein Substrat von ATM und wird von diesem an mindestens vier Aminosauren phosphoryliert
(Cerosaletti & Concannon 2003). Die C-terminale Region ist verantwortlich fir die Interaktion
mit Mrell (Digweed & Sperling 2004).

Das klinische Erscheinungsbild von NBS ist gepragt von Mikrozephalie verbunden mit
charakteristisch veranderten Gesichtsziigen durch zurtickweichende Stirn und Unterkiefer.

AuBerdem kommt es zu fortschreitender geistiger Retardierung und Wachstumsverzdgerung



Einleitung 26

sowie Immundefizienz, erh6htem Krebsrisiko und Strahlenempfindlichkeit (Digweed & Sperling
2004).

3.4.2.2. Ataxia telangiectasia like disorder (ATLD) und Mrell

ATLD ist eine sehr seltene Erkrankung, die auf eine hypomorphe Mutation im Mrell-Gen
zuriickzufuhren ist. Der Totalverlust von Mrell ist embryonal lethal (Xiao & Weaver 1997).
Das Mrell-Gen kodiert fur ein 81 kDa Protein mit einer N-terminalen Nuklease-Doméane und
zwei DNA-Bindemotiven (deJager et al. 2001), das ebenfalls an der Bildung des MRN-
Komplexes teilhat.

Das klinische Erscheinungsbild @hnelt dem von AT-Patienten sehr. Es kommt zum Auftreten
von fortschreitender Ataxie, jedoch setzt diese spéater ein und zeigt einen langsameren und
milderen Verlauf. Einige Patienten zeigen Mikrozephalie bei normaler Intelligenz (Taylor et al.
2004). Im Gegensatz zu AT treten keine Telangiektasien auf, auch Immundefizienz und
erhohtes Krebsrisiko wurden bisher nicht beschrieben (Stewart et al. 1999, Taylor et al. 2004).
Auf zellularer Ebene zeigen sich Strahlenempfindlichkeit und chromosomale Rearrangements
vor allem zwischen Chromosom 7 und 14, jedoch in deutlich geringem Mal3e als bei AT-Zellen
(Stewart et al. 1999).

3.4.3. Radiation-sensitive severe combined immunodeficiency (RS-SCID) und
Artemis

Patienten, die einen Defekt im Artemis-Gen aufweisen, leiden unter einer starken
Immunschwéche und kénnen daher der Patientengruppe mit schwerwiegender kombinierter
Immunschwéche (severe combined immunodeficiency, SCID) zugeordnet werden. Daneben
liegt aber auch eine massive Strahlenempfindlichkeit vor, weshalb das Krankheitsbild erweitert
wurde (radiation-sensitive severe combined immunodeficiency, RS-SCID). Eine Reihe
verschiedener Mutationen des Artemis-Gens konnten bisher identifiziert werden, darunter
auch umfangreiche Trunkationen. Dies deutet darauf hin, dass der Totalverlust von Artemis
toleriert werden kann, was auch durch die Generierung von knockout-Mausen bestétigt wurde
(Rooney et al. 2002).

Das Artemis-Gen liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 10 und kodiert fur ein 78 kDa
grolRes Protein, das zur Familie der Metallo-B-Lactamasen gehért (Moshous et al. 2000,
2001). Artemis wurde zunéchst eine Rolle in der V(D)J-Rekombination zugeordnet. Dieser
Prozess ermoglicht die Bereitstellung einer grof3en Variabilitdt von Immunglobulin G (1gG)-
und T-Zell-Rezeptoren, indem verschiedene V-(variability), D-(diversity) und J-(joining)
Segmente miteinander kombiniert werden. Die Rekombination wird durch RAG1 und RAG2
eingeleitet, dabei kommt es zur Entstehung von Haarnadelstrukturen an den codierenden

Sequenzen (van Gent et al. 1996). Diese missen vor dem korrekten Verknupfen der
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einzelnen Segmente durch die core-NHEJ Komponenten XRCC4/DNA-LigaselV entfernt
werden. Artemis besitzt neben einer ssDNA-spezifischen 5°-3"-Exonukleaseaktivitat auch
Endonukleaseaktivitat, die nach Phosphorylierung durch DNA-PK aktiviert wird (Ma et al.
2002, 2005, LeDeist et al. 2004) und fir die Auflosung der Haarnadelstrukturen verantwortlich
ist.

Mittlerweile konnte Artemis auch eine Beteiligung an der Reparatur von 10-15 % der durch IR
induzierten DSBs in der G1-Phase zugeordnet werden (Riballo et al. 2004). Die Bruchenden
eines durch IR verursachten DSBs weisen haufig weitere Modifikationen wie beispielsweise
Basenschaden auf, die zunachst der Bearbeitung durch die Nukleaseaktivitdt von Artemis
bedirfen, bevor die Kernkomponenten des NHEJ die Bruchenden wieder miteinander
verknipfen kénnen (Riballo et al. 2004, Jeggo & Lobrich 2005). So lasst sich der Bedarf fur
Artemis durch Induktion von DSBs durch chemische Agenzien wie Etoposid, die vornehmlich
DSBs mit einfacher Struktur induzieren, aufheben (Riballo et al. 2004). Auf3erdem konnte die
Beteiligung der Proteinkinase ATM an der Reparatur dieser komplexen Briche in G1
aufgezeigt werden. Epistasisstudien belegen zudem, dass ATM und Artemis sogar im selben
Reparaturweg arbeiten (Riballo et al. 2004). Die genaue Funktion von ATM bei der Reparatur
der komplexen Schaden ist allerdings noch nicht abschlieBend geklart. Es konnte gezeigt
werden, dass Artemis von ATM und DNA-PK phosphoryliert werden kann (Zhang et al. 2004,
Poinsignon et al. 2004).

Aul3erdem ist bekannt, dass die Autophosphorylierung von DNA-PK in G1 fur die Rekrutierung
von Artemis ans Bruchende und fir die Ausfihrung der Endonukleaseaktivitat essentiell ist
(Goodarzi et al. 2006). Jedoch ist die Phosphorylierung von Artemis durch DNA-PK fir die
Endonukleaseaktivitat nicht unbedingt notwendig (Goodarzi et al. 2006). Mittlerweile gibt es
erste Hinweise, dass die Lokalisation der Briiche Einfluss auf den zustandigen Reparaturweg
hat. So konnte gezeigt werden, dass ATM in stationdren Zellen vor allem bei der Reparatur

von Briichen von Bedeutung ist, die im Heterochromatin lokalisiert sind (Goodarzi et al. 2008).

3.5. Karzinogenese in Zusammenhang mit der DNA-Reparatur

Die DNA-Reparatur ist von immenser Bedeutung bei der Erhaltung der genomischen
Integritat. Defekte in DNA-Reparaturwegen stehen in Zusammenhang mit einigen erblich
bedingten Erkrankungen, die eine Pradisposition fir Krebs aufweisen. Dies lasst sich anhand
der groRen Komplexitat der DNA-Schadensantwort erklaren. Sie beinhaltet nicht nur die
Reparatur der geschadigten DNA, sondern sorgt auch dafir, dass durch die Regulation des
Zellzyklus zuséatzlicher Schaden verhindert wird. AufRerdem gewéhrleistet die zusatzliche
Verknipfung mit der Apoptoseregulation, dass Zellen bei zu starkem Schadensausmalfd dem
programmierten Zelltod zugefihrt werden. Gerét dieses komplexe Netzwerk auf3er Kontrolle,

kann es zur Entartung der Zelle und damit zur Entstehung von Krebs kommen.
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In den letzten Jahren konnten mehr und mehr Gene identifiziert werden, die in Tumorzellen
haufig Veranderungen zeigen. Diese kdnnen prinzipiell in zwei groRe Gruppen unterteilt
werden, sind auch in gesunden Zellen vorhanden und vor allem an Regulation von
Proliferation und anschlieRender Differenzierung der Zellen beteiligt. Onkogene wirken
fordernd auf das Zellwachstum, wahrend Tumorsuppressorgene dieses hemmen. Tritt eine
Mutation von Tumorsuppressor- bzw. Onkogenen in der Keimbahn auf, so fuhrt dies in der
Regel zu einer erbliche Pradisposition fir eine Krebserkrankung.

So lasst sich beispielsweise bei Brustkrebs, der haufigsten Krebserkrankung bei Frauen
(Parkin et al. 1999, Schon et al. 2004), bei etwa 5 % der Erkrankungen und 15-20 % der Félle
von familidr bedingtem Brustkrebs eine Mutation in BRCAL1 oder BRCA2 (breast cancer
susceptibility gene) nachweisen (Brody & Biesecker 1998, Nathanson et al. 2001,
Venkitaraman 2002). Bereits die Mutation eines Allels von BRCA1/2 ist ausreichend fir eine
erbliche Pradisposition, der Verlust des zweiten Allels (loss of heterozygosity, LOH) lasst sich
konsistent im Tumorgewebe von erblich pradisponierten Personen nachweisen (Venkitaraman
2002). Dies deutet auf eine Funktion von BRCAL1/2 als Tumorsuppressorgen hin.
Dartberhinaus wird ein heterozygoter BRCA1-Status auch mit einer Pradisposition vor allem
fur Ovarial-, aber auch Prostata- und Colon-Karzinome (Ford et al. 1999) assoziiert, wahrend
ein heterozygoter BRCA2-Status mit einem erhthten Risiko fur Ovarial- aber auch Prostata-,
Pankreas-, Gallenblasen-, Magenkarzinomen sowie malignen Melanomen (Nathanson et al.
2001) einhergeht.

3.5.1. BRCA1l

Frauen mit Mutationen in BRCA1 tragen ein Risiko von 60-80 %, innerhalb ihres Lebens
Brustkrebs zu entwickeln (Struewing et al. 1996). Das verantwortliche Gen konnte 1994
identifiziert und auf Chromosom 17 (17qg21) lokalisiert werden (Miki et al. 1994). Das BRCA1-
Gen besteht aus 22 kodierenden Exons verteilt iber mehr als 100 kb DNA und kodiert fur ein
220 kDa groR3es Protein mit einer N-terminalen RING-Domane und einer konservierten
C-terminalen Region mit zwei aufeinanderfolgenden BRCT-Domé&nen (BRCA1 carboxy
terminus) (Miki et al. 1994), die mit der Aktivierung der Transkription in Zusammenhang
gebracht wird (Chapman & Verma 1996). Mdgliche Zielgene von BRCA1 sind beispielsweise
Gene der p53-Antwort, darunter p21 und BcIX (Zhang et al. 1998). Aulerdem konnte die
Interaktion des BRCA1-Proteins mit BRCA2 und Rad51, p53, den Komponenten des MRN-
Komplexes und anderen Proteinen der DNA-Schadensantwort gezeigt werden (Scully et al.
1997, Scully & Livingston 2000). BRCA1 wird nach dem Auftreten von DNA-Schaden von
verschiedenen Kinasen darunter ATM, ATR und Chk2 phosphoryliert (Cortez et al. 1999,
Tibbetts et al. 2000, Lee et al. 2000), die Bedeutung dieser Phosphorylierungen ist allerdings

noch nicht geklart. Die N-terminale RING-Domdane erlaubt die Interaktion von BRCAL1 mit
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BARD1 (BRCAL1 associated RING domain) (Wu et al. 1996). Durch Heterodimerisierung mit
BARDL1 erlangt BRCA1 die enzymatische Aktivitat einer E3-Ubiquitin-Ligase (Hashizume et al.
2001, Brzovic et al. 2001). Jedoch ist uber die intrazellularen Substrate bisher noch wenig
bekannt.

BRCAL spielt eine bedeutende Rolle in der DNA-Schadensantwort und ist schon sehr frih am
Schadensort vorhanden (Paull et al. 2000). Zur Rekrutierung von BRCA1l wird Rad80
gebraucht, das vermittelt durch Abraxas an BRCAL1 bindet (Wang et al. 2007) und
anschlie3end Ubiquitinreste an der Schadensstelle erkennt (Sobhian et al. 2007, Kim et al.
2007). Die Bindung von Abraxas an BRCAL wird durch die BRCT-Domanen am C-Terminus
von BRCAL vermittelt, die spezifisch an Phosphopeptide mit der Sequenz S(P)XXF bindet
(Manke et al. 2003). Durch die Interaktion mit dem MRN-Komplex wére eine Rolle von BRCA1
bei der Resektion denkbar. Darlberhinaus interagiert BRCAl1 auch mit
Chromatinmodellierungsfaktoren und Regulatoren der Histonacetylierung und -deacetylierung
(Cantor et al. 2001). BRCAL1 besitzt zudem Phosphorylierungsstellen fir Proteinkinasen, die in
der DNA-Schadensantwort von Bedeutung sind (Cortez et al. 1999, Lee et al. 2000), was eine

Beteiligung von BRCAL an der Zellzyklusregulation nahe legt.

3.5.2. BRCAZ2

Mutationen in BRCA2 bedeuten fur die Tragerinnen ein Risiko von 60-85 % im Laufe ihres
Lebens an Brustkrebs zu erkranken (Nathanson et al. 2001). Das BRCA2-Gen konnte 1995
auf Chromosom 13 (13g12) lokalisiert werden und kodiert fir ein 384 kDa grof3es Protein, das
wenig Ahnlichkeit zu bekannten Proteinen aufweist. In Exon 11 befinden sich acht BRC-
Motive von etwa 40 aa Lénge, die in Sequenz und Abstand zueinander hochkonserviert sind
(Bork et al. 1996) und in vitro mit Rad51 interagieren kénnen (Wong et al. 1997). AuRerdem
gibt es C-terminal eine weitere Rad51-Bindesequenz, die keine Ahnlichkeit zu den BRC-
Motiven aufweist (Mizuta et al. 1997). Somit kann Rad51 sehr effizient an BRCA2 gebunden
werden, was bei einem beachtlichen Anteil der in der Zelle vorhandenen Proteine der Fall ist.
So liegen etwa 80 % der BRCA2-Molekiile gebunden an etwa 25 % des vorhandenen Rad51
vor (Marmorstein et al. 1998). Es konnte gezeigt werden, dass das BRC-Motiv die
Interaktionssequenz, die fiur die Bindung zwischen zwei Rad51 Monomeren im
Nukleoproteinfilament zustandig ist, imitiert und diese blockiert, sodass der Polymerisation von
Rad51 entgegengewirkt werden kann (Pellegrini et al. 2002). Somit kommt BRCA2 eine
Kontrollfunktion zu, die ungewollte Rekombinationsereignisse bei physiologischen Prozessen
wie beispielsweise der Replikation, wo ebenfalls ssDNA Bereiche entstehen, verhindern kann.
Beim Auftreten von DNA-Schaden kommt BRCA2 nach Empfang des entsprechenden Signals
die Aufgabe zu, die gebundenen und damit immobilisierten Rad51-Monomere zum Ort des

Schadens zu bringen und bei der Bildung des Nukleoproteinfilaments zu unterstiitzen (Yuan et
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al. 1999). In diesem Kontext ist die C-terminale Region von BRCA2 von besonderer
Bedeutung. Sie interagiert mit dem konservierten Protein DSS1 und vermittelt somit die
direkte Bindung am Ubergang von einzelstrangiger zu doppelstrangiger DNA. AuRerdem wird
RPA von der ssDNA entfernt, damit Rad51 aufgeladen werden kann (Yang et al. 2002, 2005).
Dabei ist eine Interaktion von Rad51 mit dem C-Terminus von BRCAZ2 wichtig, um das
aufgeladene Rad51 vor dem erneuten Angriff durch die BRC-Motive zu schiitzen (Esashi et al.
2007, Davies & Pellegrini 2007). Die Aktivitit von BRCA2 muss durch Signale,
maoglicherweise posttranslationale Modifikationen wie Phosphorylierungen, an die jeweilige
Situation angepasst werden. Denkbar wéare dann auch eine Beteiligung von BRCA2 bei der
Entfernung von Rad51 nach erfolgter Reparatur, Uber die bisher jedoch relativ wenig bekannt
ist (Venkitaraman 2008).

3.6. Nachweisverfahren fur DNA-Doppelstrangbriiche

Die Messung von DSBs erlaubt die Beurteilung der Reparaturkapazitat von Zellen. In dieser
Arbeit wurden verschiedene Verfahren zur Bestimmung des Anteils an unreparierten DSBs
eingesetzt. Die Pulsfeldgelelektrophorese ist eine Methode, die auf dem physikalischen
Nachweis von durch DNA-Schadigung entstandenen Fragmenten beruht. Allerdings miissen
in diesem Verfahren sehr hohe Schadenszahlen induziert werden. Dagegen zeichnet sich der
Nachweis von strahlungsinduzierten Foci durch erhéhte Sensitivitdt aus und kann nach
geringen und somit physiologischen Dosen durchgefiihrt werden. Allerdings beruht die
Ausbildung der immunfluoreszenztechnisch nachweisbaren Proteinagglomerate auf der
Modifikation bzw. Ansammlung von Proteinen am Schadensort. Es erfolgt somit nicht der
direkte Nachweis der geschadigten Struktur. Eine weitere Méglichkeit der Messung von DSBs
besteht in der vorzeitigen Kondensation der Chromosomen und der anschlielenden
Auswertung von Chromosomenschaden. Hier erfolgt der physikalische Nachweis der
gebrochenen DNA, auch ist die Applikation von niedrigen Dosen mdglich. Allerdings fuhrt nicht
jeder DSB zu einem Chromosomenbruch, sodass die Gefahr besteht, die tatsachlich
vorhandene Anzahl an DSBs zu unterschatzen. Alle drei Methoden bieten jedoch die
Moglichkeit, die Auswirkungen von Defizienzen in reparaturrelevanten Proteinen im Vergleich
zu Wildtypzellen abzuschéatzen und kénnen aufgrund der unterschiedlichen Ausrichtung zur

unabhangigen Bestatigung der gewonnen Ergebnisse herangezogen werden.

3.6.1. Analyse von strahlungsinduzierten Foci (ionising radiation induced foci,
IRIFS)

Eine verbreitete Methode zur Untersuchung von DNA-DSBs beruht auf dem Nachweis von
Proteinagglomeraten, die in unmittelbarer Umgebung des DSBs auftreten und die

immunfluoreszenztechnisch in Form von diskreten Foci sichtbar gemacht werden kénnen. Da
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DSBs vor allem durch IR und radiomimetische Chemikalien induziert werden, bezeichnet man
diese Proteinanh&ufungen als jonising radiation induced foci (IRIFs).

Ein haufig verwendetes, focibildendes Protein zur Darstellung von DSBs ist die Histonvariante
H2AX, die nach dem Auftreten eines DSB sehr schnell am Ser139 zu yH2AX phosphoryliert
wird. Durch Rickkopplungsereignisse wird das Signal verstarkt, sodass yH2AX schlief3lich in
einem Bereich von mehreren Mbp um den DSB vorliegt und mit Hilfe phosphospezifischer
Antikorper als Focus mikroskopisch dargestellt werden kann. H2AX macht durchschnittlich
etwa 10 % der H2A-Population aus, mit einer relativ groRen Varianz zwischen verschiedenen
Zelltypen von 2 % bei Lymphozyten bis hin zu 20 % bei SF268, einer humanen Glioma-
Zelllinie (Rogakou et al. 1998). H2AX kommt somit im Schnitt in jedem flnften Nucleosom vor.
Nach der Phosphorylierungskaskade, die sich im Anschluss an das Auftreten eines DSBs
anschlief3t, liegt etwa 0,03 % des H2AX-Pools in phosphorylierter Form als yH2AX vor (Shroff
et al. 2004). Die Anzahl an yH2AX-Foci korreliert mit der applizierten Dosis und nimmt mit
zunehmender Reparaturzeit ab. In vergleichenden Experimenten mit PFGE (Sedelnikova et al.
2002, Rothkamm & Lobrich 2003) und neutralem Cometassay (Mirzayans et al. 2006) konnte
gezeigt werden, dass die Abnahme der yH2AX-Foci mit der fortschreitenden DSB-Reparatur
Ubereinstimmt. Jeder Focus enthédlt mehrere hundert yH2AX-Molekile und die Foci-Anzahl
korreliert eng mit der Anzahl vorhandener DSBs, sodass man annehmen kann, dass jeder
DSB durch einen yH2AX-Focus dargestellt werden kann (Sedelnikova et al. 2002, 2003,
Rothkamm & Lobrich 2003).

Die Analyse von yH2AX-Foci ist eine sehr empfindliche Methode, die die Untersuchung der
DSB-Reparatur auf Einzelzellebene und nach sehr niedrigen, physiologischen Dosen
ermdglicht. Die Sensitivitdt der Methode wird auBerdem durch die Tatsache erhdht, dass
yH2AX nach DSB-Induktion de novo gebildet wird und nicht durchgehend im Zellkern
vorhanden ist, was den Hintergrund der Immunfluoreszenzfarbung positiv beeinfluf3t.

Die yH2AX-Agglomeration am DSB dient als Plattform fur andere Reparaturfaktoren oder
Checkpointproteine wie beispielsweise 53BP1, BRCALl, ATM oder die Komponenten des
MRN-Komplexes. Diese werden in grof3er Zahl an den Doppelstrangbruch rekrutiert und
kénnen als Foci dargestellt werden, die mit yH2AX kolokalisieren (Bekker-Jensen et al. 2006,
Schlegel et al. 2006). Dagegen bilden Reparaturfaktoren wie beispielsweise Ku70 und Ku80
keine IRIFs aus, da sie nur in geringer Anzahl am DSB auftreten.

Auch HR-Faktoren wie Rad51 oder RPA bilden Foci aus, die allerdings deutlich kleiner sind
als yH2AX (Mikrofoci) und auf die S- und G2-Phase beschréankt sind (Bekker-Jensen et al.
2006, Schlegel et al. 2006). Sie sind in yH2AX-markierten Bereichen lokalisiert, werden
deutlich langsamer gebildet und zeigen Regionen an, in denen HR-Ereignisse stattfinden. Sie
ermoglichen so die Unterscheidung zwischen Briichen, die tUber HR oder NHEJ repariert

werden. Um die Reparatur von DSBs mit Hilfe der yH2AX-Immunfluoreszenz
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zellzyklusphasenspezifisch untersuchen zu koénnen, erfolgt die zusétzliche Detektion von
Proteinen, deren Auftreten auf bestimmte Zellzyklusphasen beschrankt ist. So kénnen etwa
G2-Zellen durch ein pan-nukledres Signals des Centromerproteins F (CENP-F) identifiziert
werden, das nur in der spaten S- und G2-Phase im Zellkern vorhanden ist (Liao et al. 1995,
Kao et al. 2001).

Die Analyse von IRIFs ist eine sehr vielseitige Methode, die die Charakterisierung der DSB-
Reparatur ermoglicht. Jedoch muss man im Hinterkopf behalten, dass die Methode nicht auf
dem direkten Nachweis des DSBs basiert, sondern auf der Detektion von modifizierten oder
rekrutierten Proteinen am Schadensort. Nichtsdestotrotz erlaubt der zeitliche Verlauf des
Auftretens verschiedener Faktoren der DNA-Schadenskaskade wertvolle Einblicke in die
genauen Ablaufe der Reparatur, von der Schadenserkennung Uber die Signalweiterleitung bis

hin zur Reparatur der induzierten DSBs.

3.6.2. Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

Die PFGE wurde erstmals als Methode zur Auftrennung von sehr groRen DNA-Fragmenten
beschrieben (Schwartz & Cantor 1984). Wahrend die herkébmmliche
Agarosegelelektrophorese bei Fragmenten von etwa 20 kbp an ihre Grenzen sto3t, erlaubt die
Pulsfeldgelelektrophorese die Auftrennung von DNA bis zu einer Grol3e von 10 Mbp. Dabel
beruhen beide Verfahren auf dem Prinzip der Wanderung der DNA im elektrischen Feld mit
einer Geschwindigkeit, die der GroRe des entsprechenden Fragments entspricht. Die zu
durchschreitende Agarosematrix erlaubt dabei kleineren Fragmenten eine schnellere Passage
als groRReren Fragmenten. Wéahrend die herkdmmliche Agarosegelelektrophorese in einem
gleichméaRigen Spannungsfeld durchgefihrt wird, andert sich bei der PFGE in regelméalligen
zeitlichen Abstanden die Orientierung des elektrischen Feldes, sodass die aufzutrennenden
DNA-Fragmente ihre Richtung anpassen missen. Dies gelingt kleineren Fragmenten
schneller als grolReren, sodass diese eine langere Restzeit zur Wanderung im Gel nutzen
konnen. Auf diese Weise kdnnen auch sehr groRe DNA-Fragmente separiert werden. Ein
weiterer Unterschied zwischen beiden Methoden besteht in der Vorbereitung der Proben. Zur
Vermeidung der weiteren Fragmentierung der aufzutrennenden DNA-Molekile durch
Scherkréafte werden die Zellen in Agaroseblockchen eingegossen, anschlieRend komplett
lysiert und einem Proteinverdau unterzogen, sodass nur noch die DNA in den Bldckchen
erhalten bleibt. Diese werden dann ins Agarosegel eingesetzt und durch PFGE aufgetrennt.

Mittlerweile ist die PFGE als Standardmethode zur Quantifizierung von DSBs etabliert (Lobrich
et al. 1993). Dabei variiert die Fragmentgrol3e der zu analysierenden DNA mit der Dosis, die
zur DSB-Induktion eingesetzt wurde, und der Reparaturzeit, die den Zellen im Anschluss an
die Bestrahlung gewahrt wurde. Je hoher die Bestrahlung einer Zelle, desto mehr DSBs

werden induziert und desto kleiner wird die FragmentgrofRe. Stattfindende Reparatur
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vermindert die Anzahl an DSBs wieder, sodass die Fragmentgrée mit zunehmender
Reparaturzeit wieder zunimmt. Auf diese Weise kann beispielsweise die Reparaturkapazitat
von Zelllinien mit unterschiedlichen Defekten in DSB-Reparaturwegen untersucht werden. Die
Quantifizierung erfolgt entweder durch Analyse des DNA-spezifischen Fluoreszenzsignals
nach Ethidiumbromidfarbung des Gels oder bei ®H- oder **C-vormarkierten Zellen durch
Messung der Radioaktivitat in einzelnen Regionen des Gels. Dabei wird das Verhéltnis von ins
Gel gelaufener DNA zu Gesamt-DNA in beiden Féllen als FAR-Wert (fraction of radioactivity
released) angegeben. Dieser Wert erlaubt durch Abgleich mit einer durch unterschiedliche
Induktionsdosen erstellten Eichkurve eine Beurteilung der verbliebenen Restschadigung.
AuRerdem kann jeder Probe ein Dosis-Aquivalent zugeordnet werden.

Die klassische PFGE ist auf die Analyse von stationaren Zellen in GO/G1 beschrankt, um die
Durchmischung von verschiedenen Zellzyklusphasen zu vermeiden.

Durch Anpassung der Versuchsdurchfiihrung ist die Untersuchung der Reparaturkapazitat
mittels PFGE auch in anderen Zellzyklusphase wie der G2-Phase mdoglich (Deckbar et al.
2007). Dazu werden die Zellen mit radioaktivem *H-Thymidin pulsmarkiert und erst nach
Eintritt in die gewlnschte Zellzyklusphase bestrahlt. Nach Durchfiihrung der PFGE erfolgt die
Quantifizierung durch Analyse der ins Gel gewanderten Radioaktivitat, die eine Aussage Uber
die Reparaturkapazitat der markierten Zellen erlaubt.

Die PFGE ist eine vielseitige Methode zur Analyse der DSB-Reparatur. Jedoch missen zur
Analyse der Reparatur von DNA-DSBs sehr hohe, nicht physiologische Bestrahlungsdosen

eingesetzt werden.

3.6.3. Vorzeitige Chromosomenkondensation (premature chromosome
condensation, PCC)

Nach IR kann es zum Auftreten von Chromosomenbriichen kommen, wobei diese in der
Regel in deutlich geringerer Anzahl vorliegen als DSBs, was zu einem Verhaltnis von
Chromosomenbruch zu DSB von schatzungsweise 1:3 bis 1.6 fuhrt. Somit kann man davon
ausgehen, dass nicht jeder DSB zum Chromosomenbruch wird, aber jeder
Chromosomenbruch auf einen DSB zurlckzufihren ist. Die Chromosomen liegen in der
Interphase des Zellzyklus in dekondensierter Form vor, sodass Chromosomenbriiche hier
nicht direkt mikroskopisch sichtbar gemacht werden kénnen. Nur in der kondensierten Form
wahrend der M-Phase wird offensichtlich, wenn ein DSB gleichzeitig ein Chromosomenbruch
ist. Zur Untersuchung der Chromosomen auf3erhalb der M-Phase kann die vorzeitige
Kondensation der Chromosomen (premature chromosome condensation, PCC) chemisch
beispielsweise durch Calyculin A-Behandlung induziert werden (Gotoh & Durante 2006).

Der regulare Mechanismus, der die Chromosomenkondensation in der spaten G2/M-Phase
herbeifihrt, ist zurzeit noch nicht vollstandig geklart. Ein Schlisselprotein der

Chromosomenkondensation in meiotischen und mitotischen Zellen ist der MPF
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(maturation/mitosis promoting factor) (Miake-Lye & Kirschner 1985), ein Komplex aus p34cdc2
und CyclinB (Maller et al. 1989). Die Aktivitdt von MPF wird durch die Tyrosin-Phosphatase
Cdc25 reguliert, die MPF an Tyrosinresten dephosphoryliert (Strausfeld et al. 1991), so
aktiviert und die Kondensation des Chromatins initiiert (Moreno et al. 1989). Cdc25 wird
ebenfalls durch den Phosphorylierungsstatus reguliert. Autophosphorylierung aktiviert die
Phosphataseaktivitdt von Cdc25, die dann zum Anschalten von MPF und zur Kondensation
der Chromosomen fiihrt. Zum Abschalten wird Cdc25 durch die Phosphatasen PP1 und PP2A
(phosphatase type 1/phosphatase type 2A) dephosporyliert (Kumagai & Dunphy 1992,
Kinoshita et al. 1993).

Calyculin A wirkt als spezifischer Inhibitor von PP1 und PP2A, nimmt so Einfluss auf die
Aktivitat von Cdc25 und MPF und induziert die frihzeitige Kondensation der Chromosomen
(Kumagai & Dunphy 1992, Kinoshita et al. 1993).

Die Beteiligung von CyclinB am MPF ermdglicht aufgrund der oszillierenden Verteilung
wahrend des Zellzyklus auBerdem die Beschrankung der Chromosomenkondensation auf
bestimmte Zellzyklusphasen. In der G1l-Phase ist die CyclinB-Konzentration sehr gering,
nimmt Uber S- und G2-Phase zu bis sie in der spaten G2-Phase ihr Maximum erreicht, was
dem Maximum der MPF-Aktivitat entspricht. Daher wird durch Calyculin A-Behandlung PCC
auch vor allem in G2-Zellen ausgeldst, wahrend dies in GO-Zellen nicht mdglich ist (Durante et
al. 1998).

Die Analyse von vorzeitig kondensierten Chromosomen stellt somit eine wertvolle Methode
dar, die die Untersuchung der Entstehung und Reparatur von DNA-Schaden nach IR oder

Chemikalienbehandlung auf chromosomaler Ebene erméglicht.

3.7. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit

DSBs gehoéren zu den schwerwiegendsten DNA-Schéden und stellen eine ernsthafte
Bedrohung der genomischen Integritat einer Zelle dar. Im Wesentlichen erfolgt die Reparatur
von DSBs lber zwei Reparaturwege. Die HR ist ein sehr genauer Reparaturmechanismus,
der die schadhafte Sequenz mit homologen DNA-Bereichen abgleicht und so eine fehlerfreie
Reparatur des DSBs ermoglicht. Allerdings birgt dieser Reparaturmechanismus bei der
Paarung homologer Chromosomen aufgrund der umfangreichen repetitiven Sequenzen im
Saugergenom das Risiko von Fehlpaarungen. Aus diesem Grund wird die HR auf die S- und
G2-Phase begrenzt, wo die Chromosomen als Zwei-Chromatid-Chromosom vorliegen und die
homologe Paarung somit zwischen Schwesterchromatiden erfolgt. Das NHEJ beruht auf der
Religation freier DNA-Enden ohne auf Sequenzhomologien angewiesen zu sein und
erma@glicht so die schnelle Reparatur von DSBs in allen Phasen des Zellzyklus. Allerdings ist
dieser Prozess nicht fehlerfrei und es kann zum Verlust von kurzen DNA-Sequenzen kommen.

Vor einiger Zeit konnte in konfluenten Zellen ein zusatzlicher Unterweg der Reparatur
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identifiziert werden, der unter Beteiligung von ATM und Artemis fur die Reparatur einer
Subpopulation strahleninduzierter DSBs bendtigt wird.

Defizienzen in DSB-Reparaturwegen fuhren zur Auspragung von klinischen Syndromen, die
haufig durch erhOhte Radiosensitivitdit und erhohtes Krebsrisiko gekennzeichnet sind.
Heterozygote Keimbahnmutationen von reparaturrelevanten Proteinen bedingen oft eine
erblichen Krebspradisposition. So werden beispielsweise BRCA1 bzw. BRCA2 mit einer
Pradisposition fur Brustkrebs in Verbindung gebracht. Da beide Proteine an der DNA-
Reparatur beteiligt sind, konnte der heterozygote BRCA-Status das DSB-Reparaturvermdgen
beeinflussen. Dadurch kdnnte fur betroffene Frauen ein erhdhtes Risiko der Induktion eines
Tumors durch regelmaflige mammographische Bestrahlung vorliegen. Der erste Teil dieser
Arbeit widmet sich der Beantwortung dieser Frage. So soll die Reparaturkapazitat von
primaren humanen Fibroblasten mit heterozygoten Mutationen in BRCAL bzw. BRCA2 sowohl
in stationaren Zellen als auch in der G1- und G2-Phase von exponentiell wachsenden Zellen
untersucht werden.

Dartber hinaus beschaftigt sich diese Arbeit mit der Charakterisierung der DNA-Reparatur in
der G2-Phase des Zellzyklus. Die Tatsache, dass in der G2-Phase verschiedene
Reparaturwege zur Verfigung stehen, wirft die Frage nach deren Beteiligung an der DSB-
Reparatur in dieser Phase des Zellzyklus auf. Zur Untersuchung des Anteils dieser
Reparaturwege an der DSB-Reparatur werden priméare humane Zellen mit Defizienzen in
unterschiedlichen Reparaturwegen analysiert. Auf diese Weise soll vor allem der Beitrag der
HR zur DSB-Reparatur quantifiziert werden. Auf3erdem soll eine Einordnung von ATM und
Artemis in das Zusammenspiel der Reparaturwege in G2 vorgenommen werden. Desweiteren
soll untersucht werden, ob die Eigenschaften eines DNA-Schadens Einfluss auf die Wahl des
zustandigen Reparaturwegs haben. Dazu soll die Reparatur von unterschiedlichen
Schadensarten charakterisiert werden. Durch IR entstehen sehr heterogene DSBs mit
unterschiedlichen und teilweise komplizierten Modifikationen der Bruchenden. Dagegen
zeigen  chemisch  induzierte  DNA-Schaden aufgrund des immer  gleichen
Entstehungsmechanismus die gleiche Struktur. In dieser Arbeit wird Etoposid zur chemischen
Induktion von DNA-Schaden eingesetzt. Dieses bildet kovalent verknipfte Protein-DNA-
Komplexe, die eine weitere Herausforderung fir die DNA-Reparatur-Systeme darstellen.

So kann ein Einblick in das komplexe Zusammenspiel der verfiigbaren Reparaturwege
gewonnen werden, das die Reparatur von DNA-Schéden erméglicht und so die Erhaltung der

genomischen Integritat gewahrleistet.
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4. Material
4.1. Material

und Methoden

4.1.1. Biologische Materialien

4.1.1.1. Verwendete Bakterienklone (E. coli)

XL1 blue

Stratagene

Genotyp recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F proAB lacl’ZAM15Tn10(Tet")]

4.1.1.2. eukaryotische Zelllinien

HSF1

C2856

C2886

C2906

82-6 htert

180BR

primare humane Hautfibroblasten eines gesunden Spenders, freundlicherweise
zur Verfigung gestellt von Dr. K. Dittmann (Eberhard-Karls-Universitat
Tubingen), Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM) mit 10 % fOtalem
Kalberserum (FCS), 1% Non essential amino acids (NEAA), 0,1 mg/ml
Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin

primére humane Hautfibroblasten eines gesunden Spenders, freundlicherweise
zur Verfugung gestellt von Dr. Margit Frankenberg-Schwager (Georg-August-
Universitat, Gottingen), Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM) mit
20 % fotalem Kalberserum (FCS), 1% Non essential amino acids (NEAA),
0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin

primare humane Hautfibroblasten eines gesunden Spenders, freundlicherweise
zur Verfigung gestellt von Dr. Margit Frankenberg-Schwager (Georg-August-
Universitat, Goéttingen), Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM) mit
20 % fotalem Kélberserum (FCS), 1% Non essential amino acids (NEAA),
0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin

primare humane Hautfibroblasten eines gesunden Spenders, freundlicherweise
zur Verfugung gestellt von Dr. Margit Frankenberg-Schwager (Georg-August-
Universitat, Gottingen), Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM) mit
20 % fotalem Kélberserum (FCS), 1% Non essential amino acids (NEAA),
0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin

primare humane Hautfibroblasten eines gesunden Spenders, immortalisiert mit
einem htert-exprimierenden (human telomerase reverse ftranscriptase)
Retrovirus (Kim et al. 1999), freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. R.
Schiestl (UCLA Schools of Medicine and Public Health, Los Angeles, USA),
Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM) mit 20 % fotalem Kéalberserum
(FCS), 1 % Non essential amino acids (NEAA), 0,1 mg/ml Streptomycin, 100
Units/ml Penicillin. Die Expression der katalytischen Untereinheit der humanen
Telomerase verhindert die Verkiirzung der Telomere und unterbindet somit die
Seneszenz der Zellen.

primare humane Hautfibroblasten mit einer hypomorphen homozygoten
Mutation (R278H) im Lig4-Gen (Riballo et al. 1999), isoliert aus einem
Leukadmie-Patienten mit tiberméaRig starker Bestrahlungsreaktion,
freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. P. A. Jeggo (University of
Sussex, Brighton, UK), Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM) mit
20 % fotalem Kalberserum (FCS), 1% Non essential amino acids (NEAA),
0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin
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AT1Br

ATLD2

CJ179

CJ htert

F01-240

HSC62

CZD82CH

GMO7166A

primére humane Hautfibroblasten mit homozygoter Mutation im ATM-Gen
(751insSQX + D1853N; Sasaki et al. 1998), isoliert aus einem Patienten mit der
Krankheit Ataxia telangiectasia (AT), bezogen von der European Collection of
animal Cell Cultures (ECACC-Nr. BM0020), Kultivierung in Ham’s F10-Medium
mit 15 % fotalem Kalberserum (FCS), 0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml
Penicillin

primdre humane Hautfibroblasten mit einer hypomorphen homozygoten
Mutation im Mrell-Gen, die zur Trunkation des exprimierten Proteins fuhrt
(Stewart et al. 1999), isoliert aus einem Patienten mit der Krankheit Ataxia
telangiactasia like disorder (ATLD), freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Dr. P. A.Jeggo (University of Sussex, Brighton, UK), Kultivierung in
Dulbecco’s Minimal Essential Medium (DMEM) mit 20 % fotalem Kalberserum
(FCS), 1% Non essential amino acids (NEAA), 0,1 mg/ml Streptomycin,
100 Units/ml Penicillin

primare humane Hautfibroblasten mit einem Defekt im Artemis-Gen,
freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. P. A. Jeggo (University of
Sussex, Brighton, UK), Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM) mit
20 % fotalem Kalberserum (FCS), 1% Non essential amino acids (NEAA),
0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin

primdre humane Hautfibroblasten mit einem Defekt im Artemis-Gen,
immortalisiert mit einem htert-exprimierenden (human telomerase reverse
transcriptase) Retrovirus, freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. P. A.
Jeggo (University of Sussex, Brighton, UK), Kultivierung in Minimal Essential
Medium (MEM) mit 20 % fotalem Kalberserum (FCS), 1 % Non essential amino
acids (NEAA), 0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin

primare humane Hautfibroblasten mit einem Defekt im Artemis-Gen,
freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. P. A. Jeggo (University of
Sussex, Brighton, UK), Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM) mit
20 % fotalem Kélberserum (FCS), 1% Non essential amino acids (NEAA),
0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin

primdre humane Fibroblasten mit einer hypomorphen Mutation (IVS19-1,
Gto A) im BRCA2-Gen (Howlett et al. 2002), isoliert aus einem Brustkrebs-
Patienten, freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. Martin Digweed
(Humboldt-Universitat, Berlin), Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM)
mit 20 % fotalem Kalberserum (FCS), 1 % Non essential amino acids (NEAA),
0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin

primare humane Hautfibroblasten mit einer Mutation (657del5) im NBS1-Gen
(Stiff et al. 2005), isoliert aus einem Patienten mit Njimegen breakage syndrome
(NBS), freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. P. A. Jeggo (University
of Sussex, Brighton, UK), Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM) mit
20 % fotalem Kalberserum (FCS), 1% Non essential amino acids (NEAA),
0,1 mg/ml Streptomycin, 100 Units/ml Penicillin

primare humane Hautfibroblasten mit homozygoter Mutation im NBS1-Gen
(657del5), isoliert aus einem Patienten mit Njimegen breakage syndrome
(NBS), bezogen von Coriell Cell Repositories (Katalog ID GMO07166),
Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM) mit 20 % fotalem Kalberserum
(FCS), 1% Non essential amino acids (NEAA), 0,1 mg/ml Streptomycin,
100 Units/ml Penicillin
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Zelllinien mit heterozygoten Mutationen in BRCAL bzw. BRCA2

primare humane Hautfibroblasten mit heterozygoten Mutationen in BRCA1 bzw.
BRCAZ2 (Nieuwenhuis et al. 2002), freundlicherweise zur Verfligung gestellt von

Dr. Margit

Frankenberg-Schwager

(Georg-August-Universitat,

Gottingen),

Kultivierung in Minimal Essential Medium (MEM) mit 20 % fétalem Kéalberserum
(FCS), 1% Non essential amino acids (NEAA), 0,1 mg/ml Streptomycin,
100 Units/ml Penicillin

INET [ Status Trunkation
C2899 BRCA1 +/- 699/1863 aa
C2850 BRCA1 +/- 1803/1863 aa
C2905 BRCA1 +/- 1803/1863 aa
C2860 BRCAL +/- 1349/1863 aa
C2852 BRCAL +/- 434/1863 aa
C2887 BRCA1 +/- 434/1863 aa
C2833 BRCAZ2 +/- 457/3419 aa
C2834 BRCA2 +/- 457/3419 aa
C2902 BRCA2 +/- 457/3419 aa
C2845 BRCAZ2 +/- 457/3419 aa
C2847 BRCAZ2 +/- 457/3419 aa
C2851 BRCA2 +/- 457/3419 aa

4.1.2. Kulturmedien und Loésungen

4.1.2.1. Bakterienkultivierung

LB-Medium 10
5
5

Trypton
Hefeextrakt
NacCl

ad 11 H,0, pH 7.5 eingestellt mit NaOH, autoklaviert

LB-Agarplatten 15

Bacto-Agar (w/v) in LB-Medium

autoklaviert, nach Abkihlen auf 50 °C mit Ampicillin versetzen

Ampicillin

100 pg/ml Endkonzentration

Agar
Hefeextrakt
NaCl
Trypton

4.1.2.2. Kultivierung von Saugerzellen

Zusammensetzung der kompletten Medien:

MEM 20 % 20
1
100

MEM 10 % 10
1

100

FCS (viv)
NEAA
P/S

FCS (v/v)
NEAA
P/S

Serva

Roth
Roth
Roth
Roth
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DMEM 20 % 20 % FCS (v/v), hitzeinaktiviert
1 % NEAA
100 U/ml PIS
HAM’s F10 15 % 15 % FCS (v/v)
100 U/ml P/S
Trypsin-EDTA-L6sung
0,1 % Trypsin
0,5 mM  Na,EDTA pH 8.0
in 1x PBS
Kryokonservierungslésung fir eukaryotische Zellen
60 % FCS (v/v)
20 % DMSO (v/v)
20 % komplettes Kulturmedium (v/v)
MEM, HAM’s F10, DMEM Biochrom
Penicillin/Streptomycin Biochrom
NEAA Biochrom
Trypsin Biochrom
FCS Biochrom
bei Bedarf Inaktivierung des Komplements durch Inkubation bei 56 °C fiir 45 min
Transfektion eukaryotischer Zellen
Nucleofector solution V Amaxa
Chemikalienbehandlung
DMSO Rotipuran® Roth
Aphidicolin Sigma
1 mg/ml in DMSO
Etoposid Sigma
100 mM in DMSO
Aclarubicin Sigma
35 mM in Methanol, eingedampft, zum Versuch aufgenommen in DMSO
Inhibitorbehandlung
KU55933: hochspezifischer Inhibitor von ATM
10 mM in DMSO
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von Dr. Graeme Smith, Kudos
Pharmaceuticals, Cambridge
NU7026: hochspezifischer Inhibitor der katalytischen Untereinheit der DNA-PK
10 mM in DMSO
freundlicherweise zur Verfugung gestellt von Dr. Graeme Smith, Kudos

Pharmaceuticals, Cambridge
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Pulsfeldgelelektrophorese
[methyl *H] Thymidin Amersham

Pulsmarkierung von exponentiellen Zellen
Brdu BD Bioscience
1 mMin 1x PBS

4.1.3. Material fir molekular- und zellbiologische Methoden

4.1.3.1. Aufreinigung und Analyse von DNA

Plasmide
pCineo-cmyc-WT-Artemis WT-Artemis in-frame kloniert in pClneo-cmyc-
Vektor
freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. P. A. Jeggo (University of Sussex,
Brighton, UK)

pClineo-cmyc-D37N-Artemis Artemis  mit  Mutation (D37N), die die
Endonukleaseaktivitat des Proteins ausschaltet
(Pannicke et al. 2004), in-frame kloniert in pClneo-
cmyc-Vektor
freundlicherweise zur Verfigung gestellt von Dr. P. A. Jeggo (University of Sussex,
Brighton, UK)

Plasmidaufarbeitung
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I peglab
NucleoBond®Xtra Maxi Machery-Nagel

Restriktionsverdau

Hindlll MBI Fermentas
Puffer rot MBI Fermentas
DNA-Agarosegele
Laufpuffer 1x TBE

siehe Standardlésungen
Agarose (Certified Molecular Biology) Biorad

1 % Agarose

in 1x TBE

DNA-GroRenstandard

GeneRuler™ DNA Ladder Mix MBI Fermentas
Ladepuffer, 6x loading dye MBI Fermentas
Ethidiumbromid Roth

Endkonzentration 1 pg/ml in Laufpuffer
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Pulsfeldgelelektrophorese

Blockchenagarose

low melting point agarose = Agarose Typ VII
1,4 % Agarose Typ VII
in 1x PBS

Taschenagarose

low melting point agarose = Agarose Typ VII
0,8 % Agarose Typ VI
in 1x PBS

FAR-Gel
Pulsed field certified agarose
0,8 % Pulsed field certified agarose

in 0,5x TBE
Laufpuffer 0,5x TBE
siehe Standardldsungen
Lysis-Puffer 0,5 M Na,EDTA pH 8.0
1 % N-Laurosyl-Sarcosin
1 mg/ml PronaseE

Ethidiumbromid
Endkonzentration 1 pg/ml in Laufpuffer

Hionic Fluor™ Szintillationsflissigkeit
Na,EDTA

Natriumhypochloritlésung (12 % CI)
N-Laurosyl-Sarcosin

Pronase E

Chromosomale Analysen
Calyculin A
50 pg/ml in DMSO

Fixativ 75 % Methanol
25 % Essigsaure

Methanol

Essigsaure (100 %)

KCI
75 mM in H,O

Giemsa Farbeldsung (Stock)
10 % Giemsa
0,067 M Na,HPO,
0,067 M KH,PO,
in Phosphatpuffer pH 6.8

Giemsa Gebrauchslésung
3 % Giemsa Farbeldsung
in H,O

Giemsa, modified, 0,4 % (w/v) in Methanol

Sigma

Sigma

Biorad

Roth

Perkin Elmer
Roth

Roth

Merck

Merck

Calbiochem

Roth
Roth

USB Europe

Sigma Diagnostics
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Na,HPO,
KH,PO,

4.1.3.2. Aufreinigung und Analyse von Proteinen

Gewinnung von Gesamtprotein

Lysepuffer 50 mM  Tris/HCI pH 8.0
150 mM NaCl
0,5 % Natriumdesoxycholat
1 % Triton X-100
01 % SDS

USB Europe
Roth

vor Verwendung Zugabe von 1/25 Volumen Proteaseinhibitor

NaCl
Natriumdesoxycholat
Proteaseinhibitor
SDS

Tris

Triton X100

Proteinmengenbestimmung nach Bradford
Bradford-Reagenz

Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese
Trenngel

Ansatz fur 4 Gele

Roth
Merck
Roche
Roth
Roth
Roth

Biorad

12,5 % zum Nachweis von Artemis und GAPDH

Substanz Menge
Losung A 15 ml
Lésung B 9 ml
APS 200 pl
TEMED 20 ul
Sammelgel Ansatz fir 4 Gele
Substanz Menge
Losung A 2,2 mi
Losung C 3,8 ml
Hzo 9 mi
APS 100 pl
TEMED 40 ul

Gellésung A Rotiphorese® Gel 30

GellésungB 1,5 M Tris/HCI pH 8.8
14 mM  SDS

GellosungC 495 mM  Tris/HCI pH 6.8
14 mM  SDS

Elektrophoresepuffer (1x)

25 mM  Tris/HCI pH 8.8
0,2 M Glycin
05 % SDS (w/v)
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SDS-Probenpuffer (6x)

120 mM
200 mM
10 mM
4 %
20 %
0,02 %

Proteingré3enstandard

Tris/HCI pH 6.8
DTT
B-Mercaptoethanol
SDS (w/v)

Glycerin (v/v)
Bromphenolblau

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

APS
Bromphenolblau
DTT

Glycin

Glycerin
Rotiphorese® Gel 30
SDS

TEMED

Tris
B-Mercaptoethanol

Westernblot-Analyse
Transferpuffer (1x)
20 mM
150 mM

PonceauS 0,5 %

Tris/HCI pH 8.3
Glycin

Ponceaus$S (w/v)

in 1 % Essigsaure

Milchblockpuffer

Magermilchpulver
Tween®20

Magermilchpulver
Tween®20

Tween®20

5 %
01 %
in 1x PBS
Antikérperverdinnungslésung
1 %
01 %
in 1x PBS
Waschpuffer
01 %
in 1x PBS
Lumilight-Kit
Glycin
Magermilchpulver
Ponceau S
Tris
Tween®20

MBI Fermentas

Roth

USB Europe
Sigma
Sigma

USB Europe
Roth

Merck

Roth

Roth

Sigma

Roche
Sigma
Roth
Sigma
Roth
Sigma
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Immunologische Methoden
Formaldehydlésung
2 % Formaldehyd (v/v)
in 1x PBS

Tritonlésung
0,25 % TritonX100 (v/v)
1 % FCS (viv)
in 1x PBS

Wasch- und Antikérperverdinnungslésung
1 % FCS (viv)
in 1x PBS

Blockierungs- und Antikérperverdiinnungslésung
5 % BSA (w/v)
1 % FCS (viv)
0,1 % Tween®20 (v/v)
in 1x PBS

Inkubationspuffer
60 mM  Tris
0,6 mM  MgCl,
1 mM  B-Mercaptoethanol
1 pg/ml DNase

Crosslinklésung
0,2 % Formaldehyd (v/v)

in 1x PBS
DAPI Sigma
0,2 pg/mlin 1x PBS
DNase Roche
1 mg/ml in 50 % Glycerin + 0,15 M NaCl
Glycerin USB Europe
NaCl Roth
BSA, Albumin Fraktion V Roth
Formaldehyd, 37 % Roth
MgCIZ Roth
Mounting medium Vectashield® Axxora Alexis
Tris Roth
Triton X100 Roth
Tween®20 Sigma
B-Mercaptoethanol Sigma

Durchflusszytometrische Methoden
Denaturierungslosung
2 M HCI (viv)
in H,O

Renaturierungslosung
0,1 M Natrium-Tetraborat pH 8.5
in Hzo
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Propidiumiodidlésung
50 pg/ml Propidiumiodid
0,5 mg/ml RNaseA
in 1x PBS

RNaseA
10 mg/ml PBS, 20 min bei 75 °C hitzeinaktiviert

EtOH (vergallt)

HCI
Natrium-Tetraborat-Decahydrat
Propidiumiodid

4.1.4. Antikorper

Immunfluoreszenz
mouse o c-myc

mouse o YH2AX (Ser139)
rabbit oo CENP-F

rabbit o YH2AX (Serl139)

rabbit o Rad51
sheep a BrdU

goat a. mouse Alexa Fluor 488®
goat o mouse Alexa Fluor 594®
goat o rabbit Alexa Fluor 488®
goat o rabbit Alexa Fluor 594®
donkey a sheep 594

FACS
mouse o BrdU, fertige Gebrauchslésung
FITC conjugated mouse monoclonal antibodyset

Westernblot
rabbit o Artemis
rabbit o« GAPDH

goat a rabbit, HRP-gekoppelt

4.1.5. Standardldsungen

PBS PBS Dulbecco Instamed Pulver

TE 10 mM  Tris-HCI pH 7.4
1 mM EDTA pH 8.0

TBE 445 mM  Tris

445 mM Borsaure
1 mM Na,EDTA pH 8.0

Sigma

Chemikalienlager TU
Darmstadt

Roth

Roth

Roth

Santa Cruz
Upstate
Santa Cruz
Cell signaling
technologies
Calbiochem
US Biological

MolecularProbes
MolecularProbes
MolecularProbes

MolecularProbes
MolecularProbes

BD Bioscience

Novus biologicals
Santa Cruz

MolecularProbes

Biochrom
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Borsaure
Na,EDTA
Tris

4.1.6. Verbrauchsmaterialien

6-Loch-Platten

Deckglaser fur Neubauer-Kammer, rechteckig
Deckglaser, @ 15mm

Einfrierrohrchen CryoPure, 2 mi
Filterpapier, Whatman

Gelladespitzen

Klvetten (Kunststoff)
Latexhandschuhe Ansell Derma Clean
Nitrilhandschuhe Neoprotect
Objekttrager superfrost

Parafilm

Pasteurpipetten, Glas

Pasteurpipetten, Kunststoff
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen, gestopft
PVDF-Membran

Reaktionsgefal3e SafeSeal 1,5 ml, 2 mi
Rundbodenréhrchen fur FACS
Spritzen

Sterilfilter (Rotilabo 0,22 pm)
Szintillationsgefal3e Polyethylenvials™, 20 ml
Transfektionskiivetten

Wischtiicher KimWipes
Zellkulturflaschen 25 cm?
Zellkulturflaschen 75 cm?
Zellkulturschalen 100x20 mm
Zellkulturschalen Nunclon 35x10 mm
Zellkulturschalen Nunclon 60x15 mm
Zentrifugenréhrchen 15 ml
Zentrifugenréhrchen 50 ml

4.1.7. Gerateliste

Agarosegel-Elektrophoresekammer
Chemilumineszenz-Detektionsgerat
Durchflusszytometer FACScan™
Einfrierbox MrFreeze
Elektrophorese Blotapparatur

Fluoreszenzmikroskope Axioplan2, Axioskop, Axioobserver

Folienschweil3gerat

Heizplatte

Inversmikroskop (Zellkultur) Eclipse TS100
Kamerasystem AxioCam MRm

Kihl- und Gefrierschranke

Kihltruhe -70 °C Herafreeze

scientific

Kihlzentrifuge 5804R, 5810R, 5415R
Laborwaage

Roth
Roth
Roth

Greiner

Roth

Roth

Sarstedt
Schleicher&Schiill
Nikon

Roth

VWR

Neolab

Roth

Roth

Roth

Roth

Sarstedt

Roth

GE Healthcare
Roth

BD Bioscience
BD

Roth

Perkin Elmer®
Amaxa
Neolab
Biochrom
Biochrom
Biochrom
VWR

VWR

Sarstedt
Neolab

Gibco

Vilber Lourmat

Becton Dickinson

Nalgene

Biorad

Zeiss

HitCompany

Prazitherm

Nikon

Zeiss

Liebherr
Thermo

Eppendorf
Sartorius
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Magnetrihrer

Mikroliterpipetten

Mikrowellengerat
Neubauer-Zahlkammer

pH-Meter pMX2000

Pipettierhilfe Pipetboy
Polyacrylamidgel-Elektrophoresekammer
Power Supply
Pulsfeld-Gelelektrophorese-System Chef-DR® |l|
Rontgenrohre MCN 165/796704
Spektralphotometer Ultrospec 3000pro
Sterilwerkb&nke Herasafe
Stickstofftank Locator 8+
Szintillationszé&hler Tri-Carb 2700 TR
Thermomixer

Tischschwenkplatte

Tischzentrifuge Biofuge pico
Transfektionssystem

Ultraschallgerat Sonorex

UV-Tisch

Vortex genie2

Wasserbad

Zellkulturinkubator Heracell

4.1.8. Computerprogramme

Adobe Acrobate Reader
Adobe Photoshop
CellQuest
Chemi-Capt
CorelDRAW®
CorelPHOTO-PAINT®
ImageJ

ISIS

Metafer

Microsoft Office
Pubmed/Medline

Variomag

Gilson

Exquisit
Marienfeld

WTW

Integra

Biorad
Pharmacia biotech
Biorad

Philips
Amersham
Thermo scientific
Thermolyne
Packard
Eppendorf
Frobel

Heraeus

Amaxa

Bandelin
Biometra
Scientific industries
Memmert
Thermo scientific

Adobe Inc.
Adobe Inc.
Becton Dickinson
Vilber Lourmat
Corel corp.
Corel corp.
NIH Software
Metasystems
Metasystems
Microsoft corp.
NIH Software
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4.2. Methoden
4.2.1. Manipulation von DNA

4.2.1.1. Aufreinigung von bakterieller DNA (kleiner Mal3stab)

Zur Gewinnung kleinerer DNA-Mengen wurde das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit Il (peglab)
gemal den Herstellerangaben verwendet.

4.2.1.2. Aufreinigung von bakterieller DNA (grof3er MalRstab)

Zur Gewinnung groRerer DNA-Mengen wurde das Plasmid DNA Purification Kit NucleoBond®
Xtra Maxi (Machery Nagel) gemaR den Herstellerangaben verwendet.

4.2.1.3. Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Mit Hilfe einer photometrischen Messung der Absorption (A) bei 260 bzw. 280 nm kann
Reinheit und Konzentration einer Nukleinsaurelésung ermittelt werden. Dazu wurde eine
Verdinnung der entsprechenden Nukleinsaure hergestellt und in einer Quarzkivette im
Photometer vermessen. Zu Referenzzwecken wurde die Extinktion des Ldsungsmittels
gemessen und zum Nullausgleich genutzt. Folgende Formel erlaubte eine
Konzentrationsberechnung:
dsDNA: ¢ = A260 x Verdinnungsfaktor x 50 pg/ml

Zur Beurteilung der Reinheit einer Nukleinsdure wurde zusatzlich die Absorption bei 280 nm
gemessen. Der Quotient A260/A280 sollte etwa 2 betragen. Ein niedrigerer Wert (<1,8) deutet
auf einen erhdhten Proteingehalt hin, ein héherer Wert (>2,2) auf phenolische Verunreinigung.

4.2.1.4. Horizontale Agarose-Gelelektrophorese

Mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese kdnnen Nukleinsduren entsprechend ihrer
GrolRe aufgetrennt werden. Dabei wandert die DNA aufgrund der negativen Ladung ihrer
Phosphatgruppen im elektrischen Feld in Richtung Anode. Die engmaschige Agarosematrix
erlaubt dabei kleineren DNA-Molekilen eine schnellere Passage als grofReren, sodass kleine
Fragmente in der gleichen Zeit eine langere Laufstrecke bewéltigen und daher im unteren
Bereich des Gels zu finden sind. Die Detektion erfolgt nach Zugabe der interkalierenden
Substanz Ethidiumbromid unter UV-Bestrahlung.

Far ein 1 %iges Agarosegel wurde 1 g Agarose in 100 ml 1x TBE eingewogen, aufgekocht
und nach Ausgleich der dabei verdampften Fliissigkeitsmenge bei einer Temperatur von ca.
50 °C zum GielRen des Agarosegels verwendet. Nach dem Erkalten wurde das Gel in eine
Elektrophoresekammer Uberfiihrt und mit 1x TBE-Puffer bedeckt.

Die aufzutragenden Proben wurden mit 1/6 Volumen 6x BPB-Ladepuffer versetzt und in die
Taschen geflllt. Um GroéRenbestimmung und Quantifizierung zu erméglichen, wurde
zusatzlich ein DNA-GroRenstandard aufgetragen.

Nach erfolgter Gelelektrophorese fur 60-80 min bei 80-120 V wurde das Gel fur 3-4 h im
Ethidiumbromidbad gefarbt, anschlieend in Laufpuffer entfarbt. Die analytische Auswertung
erfolgte unter kurzwelliger UV-Bestrahlung (254 nm).

4.2.1.5. Restriktionsverdau

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Restriktionsverdau zur Kontrolle der vermehrten Plasmid-
DNA verwendet. Der Verdau wurde in einem Gesamtvolumen von 10 pl durchgefihrt,
eingesetzt wurde 1 pl Plasmid-DNA, 1 pl des verwendeten Restriktionsenzyms Hindlll sowie
1 pl des empfohlenen Puffers, die Differenz zum gewiinschten Volumen von 10 ul wurde mit
sterilem H,O ausgeglichen. Der Ansatz wurde fiir 1 h bei 37 °C inkubiert, anschlieRend mit
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6x DNA-Probenpuffer versetzt und mittels horizontaler Agarose-Gelelektrophorese (4.2.1.4)
analysiert.

4.2.2. Analyse von Proteinen

4.2.2.1. Gewinnung von Gesamtprotein

Zur Gewinnung von Gesamtprotein wurde der Zellrasen vor der Ernte zweimal mit 1x PBS
gewaschen, anschlieend wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers vom Boden der
Petrischale geldst und in 1x PBS aufgenommen. Nach Zentrifugation bei 300 g und 4 °C fur
7 min wurde der Uberstand verworfen, das Pellet in 1x PBS geldst und erneut zentrifugiert
(300 g, 4 °C, 7 min). Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet je nach GroRe in 100-
200 pl Lysepuffer, der zuvor im Verhaltnis 1:25 mit Proteaseinhibitor versetzt wurde,
resuspendiert. Zum Aufschluss der Zellen wurde die Zellsuspension dreimal fir je 1 min im
eisgekuhlten Ultraschallbad sonifiziert. Nach 30minuatiger Inkubation auf Eis wurde die Probe
fir 30 min bei 13.000 g und 4 °C zentrifugiert, um Zelltrdimmer zu entfernen. Der Uberstand
wurde in ein neues Reaktionsgefal? Gberfuhrt und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die
Probe konnte tber kurze Zeit bei -20 °C gelagert werden, langerfristige Lagerung erfolgte bei -
80 °C.

4.2.2.2. Proteinmengenbestimmung nach Bradford

Bradford-Reagenz enthéalt den Farbstoff Coomassie Brilliant blue, der nach einer Reaktion mit
den sauren Aminosaurenseitenketten von Proteinen sein Absorptionsverhalten andert.

Die Proteinmengenbestimmung wurde in einem Volumen von 1 ml durchgefuhrt. Zu 800 pl
H,O wurde 1pul der zu bestimmenden Probe gegeben. Nach Zugabe wvon 200 pl
Bradfordreagenz wurde gevortext, hach 5minttiger Inkubation erfolgte die Bestimmung der
OD im Photometer bei 595 nm.

Zur absoluten Konzentrationsbestimmung wurde eine BSA-Eichgerade angefertigt, an der
man entsprechend der gemessenen Absorption abzliglich eines Nullwertes die Proteinmenge
ablesen konnte. Der Nullwert entsprach dabei der Absorption bei einer Reaktion von H,O
ohne vorhandenes Protein mit Bradfordreagenz.

4.2.2.3. Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der Polyacrylamid (PAA)-Gelelektrophorese kdnnen Proteine entsprechend ihrer
GroRe  aufgetrennt  werden. Native  Proteine  unterscheiden sich in ihrer
Aminoséurenzusammensetzung und weisen damit charakteristische Ladungen auf. Somit
zeigen sich deutliche Unterschiede in Sekundar- und Tertiarstruktur verschiedener Proteine,
die sich im Laufverhalten der Proteine auf3ern. Das Laufverhalten eines nativen Proteins leitet
sich daher nicht direkt von Gré3e und Ladung ab.

Bei der denaturierenden Gelelektrophorese werden die Proteine mit [3-Mercaptoethanol und
Sodiumdodecylsulfat (SDS) behandelt: 3-Mercaptoethanol zerstort Disulfidbricken, wahrend
sich SDS an die Aminosaurenseitenketten anlagert, so Wechselwirkungen verhindert und zu
einer gestreckten Konformation des Proteins beitragt. Aul3erdem erhalt das Protein durch die
negative Sulfatgruppe des angelagerten SDS eine der GroRe entsprechenden Ladung,
sodass jetzt eine proportionale Auftrennung entsprechend der Gréf3e des jeweiligen Proteins
moglich ist. Die verwendete diskontinuierliche denaturierende PAA-Gelelektrophorese nutzt
unterschiedliche Acrylamidkonzentrationen und pH-Werte im zweiphasigen Gel zur
Verbesserung der Auftrennungsleistung. Das obere Viertel des PAA-Gels (= Sammelgel)
zeichnet sich durch einen niedrigen Acrylamidgehalt und leicht sauren pH-Wert (pH 6.8) aus,
wahrend im unteren Bereich (= Trenngel) eine Acrylamidkonzentration von 10-15 % und ein
leicht basischer pH-Wert vorliegt. Die pH-Unterschiede sorgen durch den so genannten
.Steading effect® an der Grenzlinie zwischen Sammel- und Trenngel fir eine scharfere
Auftrennung der Proteine. Im Sammelgel liegt das im Laufpuffer vorhandene Glycin bei pH 6.8
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als Zwitter-lon vor, es kann somit nur relativ langsam durch die engmaschige Acrylamid-Matrix
laufen. Dadurch werden die schneller laufenden Proteine an der Grenzlinie
zusammengestaucht (= steading effect). Im Trenngel verliert Glycin seine Ladung bei pH 8.8
und kann viel schneller durch die Gelmatrix laufen und die Proteine Uberholen, die nun
entsprechend ihrer GroRRe aufgetrennt werden kdénnen.

Das Trenngel mit 12,5 % Acrylamid wurde zunéchst in die GieBkammer gefullt und mit
Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das Sammelgel gegossen, in das
dann der Kamm eingebettet wurde. Das auspolymerisierte Gel wurde in eine Gelkammer
eingespannt. Nach Einfuillen von 1x Elektrophorese-Puffer wurde der Kamm entfernt und die
Taschen gespult. Die aufzutragenden Proben wurden mit 5x SDS-Probenpuffer versetzt, gut
gemischt und fur eine vollstandige Denaturierung der Proteine 5 min bei 95 °C inkubiert. Nach
kurzem Anzentrifugieren wurden die Proben mit Gelladespitzen in die Taschen des Gels
eingefllt. Zusatzlich wurden 5 ul eines StandardgroRenmarkers aufgetragen. Nach der
Beladung der Taschen konnte die Elektrophorese bei 25 mA fir 1,5-2 h durchgefiihrt werden.
Nach abgeschlossenem Gellauf wurde das Gel aus der Kammer entfernt und konnte nach
dem Abtrennen des Sammelgels mittels Westernblot (4.2.2.4) analysiert werden.

4.2.2.4. Westernblot-Analyse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Immunoblot dazu verwendet, die (Uber-) Expression
bestimmter Proteine nach Transfektion eukaryotischer Zellen zu analysieren.

Um Proteine durch den Einsatz spezifischer Antikdrper im Westernblot nachzuweisen, wurden
diese zunachst Uber SDS-PAGE (4.2.2.3) elektrophoretisch aufgetrennt und anschlieBend auf
eine Polyvinyldifluorid (PVDF)-Membran Ubertragen. Dazu wird ein senkrecht zum Gel
gelagertes elektrisches Feld angelegt, sodass die Proteine aus dem Gel auf die Membran
wandern und dort aufgrund hydrophober Wechselwirkungen haften bleiben. Fir den Transfer
der Proteine vom Polyacrylamidgel auf die PVDF-Membran wurde das Tank-Blot-Verfahren
mit folgendem Aufbau angewandt: Auf ein in Transferpuffer getranktes Pad folgten drei
zugeschnittene und ebenfalls puffergetrankte Whatman-Filterpapiere. Anschlieend folgte die
in Methanol aktivierte PVDF-Membran, auf die das PAA-Gel luftblasenfrei aufgebracht wurde.
Den Abschluss bildeten wiederum drei puffergetrdnkte Whatman-Papiere sowie ein
puffergetranktes Pad. Nach dem Entfernen mdglicher Luftblasen konnte der Blotaufbau
verschlossen und in den Tank eingebracht werden. Die im Gel befindlichen Proteine wandern
aufgrund ihrer negativen Ladung zur Kathode, die Membran musste daher zwischen PAA-Gel
und Kathode lokalisiert sein. Nach dem Beflllen des Tanks mit 1x Transferpuffer erfolgte der
Proteintransfer bei 100-120 mA uber Nacht. Die Ubertragung der Proteine konnte (iber eine
unspezifische Farbung der Membran mit Ponceau S Uberprift werden. Nach Entfarbung des
Blots unter flieRendem Wasser wurden die restlichen freien Bindestellen der Membran durch
eine Inkubation von mindestens 1 h bei RT in 5 % Blockmilch blockiert. Die Membran wurde
kurz in 1x PBS/0,1 % Tween®20 gewaschen und uber Nacht bei 4 °C mit dem in 1%
Blockmilch verdiinnten Erstantikdrper unter Schwenken inkubiert. Ungebundene Antikorper
wurden durch griindliches Waschen in 1x PBS/0,1 % Tween®20 entfernt (2 x kurz spilen,
2 x 10min). Zur Detektion der spezifisch gebundenen Erstantikdrper wurde ein gegen diesen
gerichteter Zweitkdrper, gekoppelt an Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP),
eingesetzt. Dieser wurde ebenfalls in 1 % Blockmilch verdinnt und fir 1 h bei RT unter
Schwenken inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt in 1x PBS/0,1 % Tween®20
(2 x kurz schwenken, 2 x 10 min) konnte der Blot entwickelt werden. Der spezifische
Nachweis der Proteine erfolgte mit Hilfe der Chemilumineszenz, die durch die immobilisierte
Meerrettich-Peroxidase vermittelt wird. Luminol und Enhancer-Losung des verwendeten
Lumilight kit wurden im Verhéltnis 1:1 gemischt und 1 min auf der Membran inkubiert. Nach
dem Abtrocknen der Membran konnte die Detektion im Chemilumineszenz-Gerat vollzogen
werden.
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4.2.3. Kultivierung und Manipulation von Bakterien

4.2.3.1. Anlegen von Glycerinkulturen

Um Bakterien Uber einen langeren Zeitraum konservieren zu kdnnen wurden Glycerinkulturen
angelegt. Dazu wurde 0,5 ml Bakterienkultur mit 0,5 ml Glycerin (100 %) versetzt und sofort in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der Glycerolstocks erfolgte bei -80 °C. Bei
Bedarf wurden aus diesen Kulturen neue Ubernachtkulturen angelegt.

4.2.3.2. Kultur von Bakterien

Der verwendete E. coli-Bakterienstamm wurde unter Schitteln (200 rpm) bei 37 °C i. d. R.
Uber Nacht inkubiert. Als Kulturmedium diente LB-Medium, dem das Antibiotikum Ampicillin
zur Selektion in einer Konzentration von 100 pg/ml zugegeben wurde.

4.2.3.3. Transformation von Bakterien mittels Hitzeschock

Ein Aliguot mit 200 pl kompetenten E. coli XL1-blue wurde auf Eis aufgetaut, mit 5 ul der zu
transformierenden Plasmid-DNA versetzt und vorsichtig gemischt. Um zu gewébhrleisten, dass
das Plasmid gleichméRig um die Bakterienzellen verteilt vorlag, erfolgte eine 30minitige
Inkubation auf Eis. Zur Aufnahme der Plasmid-DNA in die Zelle wurde der Ansatz einem
Hitzeschock von 90 sec bei 42 °C ausgesetzt und anschlieRend sofort auf Eis abgekuhlt. Nach
Zugabe von 1 ml LB-Medium wurde der Ansatz in sterile Reagenzglaser tbertragen und fir
1 h bei 37 °C geschuttelt. 50 bzw. 200 pl des Transformationsansatzes wurden auf LB-Amp-
Platten ausgestrichen und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Einzelne Kolonien konnten zum
Animpfen einer Vorkultur verwendet werden.

4.2.4. Kultivierung und Manipulation eukaryotischer Zellen

4.2.4.1. Kultur von Saugerzellen

Die verwendeten eukaryotischen Zellen wurden im jeweils geeigneten Kulturmedium bei 37 °C
und 5% CO, in wassergesattigter Atmosphare kultiviert. Zur Subkultivierung wurden die
adharenten Zellen nach Abnehmen des Mediums mit 1x PBS Uberspuilt, um Mediumreste zu
entfernen. Zum Abldsen der Zellen aus dem Zellverband schloss sich eine 5-10miniitige
Inkubation in Trypsin-EDTA-L&sung an. Nach Aufnahme der Zellen in frischem Medium wurde
eine der Splitrate (1:2 bis 1:3 fur primare Zellen) entsprechende Menge der Zellsuspension in
neue Zellkulturgefale tberfiihrt und mit einer ausreichenden Menge an Medium aufgefillt.

4.2.4.2. Kryokonservierung von Saugerzellen

Eukaryotische Zellen kdnnen zur langfristigen Lagerung bei -80 °C bzw. in flissigem Stickstoff
(-197 °C) aufbewahrt werden. Dazu wurden die Zellen zunéchst durch Trypsin-EDTA-
Behandlung von der Oberflache der Zellkulturflasche abgel6st und in frischem Medium
aufgenommen. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurde die Zellsuspension zentrifugiert
(8 min, 300g, 4°C) und in 0,8 ml gekihltem Vollmedium pro einzufrierendem Aliquot
aufgenommen. Die Suspension wurde mit der gleichen Menge an gekihltem Einfriermedium
versetzt und nach der Uberfiihrung von 1,6 ml pro Aliquot in gekiihlte Kryoréhrchen erfolgte
das schonende Herunterkiihlen (1 °C/min) der Probe auf -80 °C in speziellen Einfrierboxen.
Zur langfristigen Lagerung wurden die Kryoréhrchen nach 1-2 Tagen bei -80 °C in flussigen
Stickstoff transferiert.

Das Auftauen von konservierten Zellen erfolgte schnellstmdéglich bei 37 °C im Wasserbad, um
Schadigungen der Zellen durch das dem Einfriermedium zugesetzte DMSO zu minimieren.
Nach Uberfuihrung in 5 ml angewarmtes Kulturmedium wurde fiir 8 min bei 300 g zentrifugiert,
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das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert, in eine Zellkulturflasche gegeben und bei
den beschriebenen Zellkulturbedingungen kultiviert.

4.2.4.3. Bestimmung der Zellzahl und Zellvitalitat mit der Neubauer-Zahlkammer

Mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer konnte die Zellzahl in einer Zellsuspension bestimmt
werden. Zunachst wurden die Zellen durch Trypsin-EDTA-Behandlung von der Oberflache
geldst und in frischem Kulturmedium aufgenommen. Ein Aliquot dieser Suspension wurde in
einem Volumen von 10 ul in die Neubauer-Zahlkammer eingebracht. Die auszuzahlende
Flache von 16 Zahlquadraten fasst ein Volumen von 0,1 pl, sodass die auf 16 Quadraten
ermittelte Zahl multipliziert mit 1 x 10* der Zellzahl pro ml Zellsuspension entspricht. Die
Genauigkeit der Zellzahlbestimmung liel3 sich durch Auszahlen mehrerer 16er-Quadrate und
Bilden des entsprechenden Mittelwertes erhéhen.

Zur Bestimmung der Zellvitalitdt konnte der Zellsuspension Trypanblau zugegeben werden.
Dieser Farbstoff dringt selektiv in tote Zellen ein und farbt diese dunkelblau. Beim Auszéhlen
wurden nur lebende, ungefarbte Zellen berucksichtigt.

Zur besseren Vergleichbarkeit von Experimenten mit exponentiellen Zellen wurden diese zwei
Tage vor dem Versuch in einer bestimmten Zellzahl ausgeséat (10.000 Zellen pro cm?). Fir
durchflusszytometrische Ansétze wurden kleine Zellkulturflaschen (25 cm?) gewahilt,
chromosomale Studien und Pulsfeld-Experimente wurden in grofRen Zellkulturflaschen
(75 cm?) durchgefiihrt und fir immunologische Ansétze wurden die Zellen auf Deckglasern
(9 15 mm) ausgesat.

4.2.4.4. Transfektion eukaryotischer Zellen

Bei einer Transfektion wird DNA in eukaryotische Zellen eingebracht. Bei der in dieser Arbeit
durchgefihrten transienten Transfektion bleibt die DNA als Episom in der Zelle erhalten,
waéhrend eine stabile Transfektion durch die Integration der transfizierten DNA ins Genom der
Zelle gekennzeichnet ist.

In dieser Arbeit wurde eine Transfektion von primaren humanen Fibroblasten mittels
Elektroporation durchgefuhrt. Dabei werden durch einen elektrischen Puls kleine Lécher in der
Zellmembran erzeugt, durch die die zugegebene DNA eindringen kann und die sich innerhalb
von Millisekunden wieder verschlieRen. Die verwendeten primaren humanen Fibroblasten
wurden zwei Tage vor der Transfektion im Verhéaltnis 1:2 passagiert, um zu gewahrleisten,
dass die Zellen im logarithmischen Wachstum begriffen waren. Zunachst wurden die Zellen
durch Trypsin-EDTA-Behandlung von der Oberflache gel6ést, in frischem Medium
aufgenommen und nach Bestimmung der Zellzahl fir 10 min bei 90 g und RT pelletiert. Nach
sorgfaltigen Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen in 100 pl vorgewarmter
Nucleofector solution V pro Ansatz mit 1-1,5 x 10° Zellen resuspendiert. Zu jedem Ansatz
wurde 2,5 pg der gewilnschten Plasmid-DNA bzw. 1,5 pug des GFP-Kontrollplasmids gegeben.
AnschlieBend wurde die Suspension luftblasenfrei in die Elekroporationskiivette Uberfuhrt,
verschlossen und ins Gerat tUberfuhrt. Nach der Elektroporation (Programm V020) erfolgte die
Zugabe von 500 pl vorgewarmtem Zellkulturmedium. Die behandelte Zellsuspension wurde
sofort aus der Kivette entnommen und in vorbereitete 6Loch-Platten mit 2 ml vorgewarmtem
Medium gegeben, die zusatzlich mit Deckgldsern bestlickt waren. Nach 24stindiger
Inkubation bei Standardzellkulturbedingungen konnten die Zellen fir das jeweilige Experiment
verwendet werden.

4.2.5. Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen

Bei der Durchfiihrung von Experimenten mit exponentiellen Zellen wurde direkt nach erfolgter
Doppelstrangbruchinduktion der Polymeraseinhibitor Aphidicolin in einer Konzentration von
3 ug/ml zugegeben und bis zur Ernte auf den Zellen belassen. Durch die erfolgte
Replikationsblockade wurde ein Fortschreiten der Zellen von der S- in die G2-Phase und
somit eine Verfalschung der Ergebnisse durch nicht in G2 behandelten Zellen verhindert.
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4.2.5.1. Rontgenbestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen wurde in einer Rontgenréhre mit Wolfram-Anode bei einer
Spannung von 90 kV und einer Stromstarke von 19 mA durchgefuhrt. In der verwendeten
Bestrahlungshdhe von 30 cm Uber dem Austrittsfenster konnte somit nach Filterung durch
2 mm Aluminium eine Dosisleistung von 1,96 Gy/min erreicht werden. Diese wurde durch
Fricke-Dosimetrie sowie durch Messung mit einem PTW-Weichstrahlkammer-Dosimeter
bestimmt und in regelmafRigen Abstanden kontrolliert. Bei lang andauernden Bestrahlungen
fur PFGE-Experimente wurde das Aluminiumblech heruntergekihlt, um DNA-Reparatur
wahrend der Bestrahlungszeit zu unterdriicken und eine Verféalschung der Ergebnisse zu
vermeiden. Bei der Bestrahlung von auf Glasdeckglasern wachsenden Zellen musste ein
zusatzlicher Gewichtungsfaktor berlcksichtigt werden, der sich durch Wechselwirkung der
Rontgenbestrahlung mit  Glas erklart. Durch Photoeffekt entstehen zuséatzliche
Sekundarelektronen, die die adhérenten Zellen erreichen und schadigen kdnnen, die jedoch
nicht durch Fricke-Dosimetrie oder ein Dosimeter detektiert werden konnen. Die effektiv
verabreichte Dosis ist somit bei Bestrahlung auf Glasdeckglasern um etwa Faktor 2 héher als
bei Bestrahlung auf Kunststoffoberflachen wie z. B. Zellkulturflaschen (Kegel et al. 2007).
Dieser Umstand wurde bei allen Dosisangaben in der vorliegenden Arbeit berlicksichtigt.

4.2.5.2. Chemikalienbehandlung

4.2.5.2.1. Etoposid

Etoposid ist ein Topoisomerase II-Gift, das das Enzym nach der Einfihrung des zur
Entwindung des DNA-Stranges notwendigen DNA-Doppelstrangbruches blockiert und somit
das Wiederverbinden der Strangenden verhindert. Es kommt zur Ausbildung von
Doppelstrangbriichen, wobei das Enzym am Strangende gebunden bleibt (Liu et al. 1989).

Zur Untersuchung der Reparatur etoposidinduzierter DSBs in GO/G1 wurden die Zellen auf
Deckglasern ausgesat und bis zur vollstandigen Konfluenz etwa 2-3 Wochen bei
regelmalBigem Mediumswechsel kultiviert. Die Schadensinduktion erfolgte wéhrend
einstindiger Behandlung mit 20 uM, 100 uM und 300 pM Etoposid bei 37 °C, anschlie3end
wurden die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen, mit frischem Medium versetzt und bis zum
Ablauf der jeweiligen Reparaturzeit bei 37 °C inkubiert.

G2-Zellen reagieren sensitiver auf Etoposid, daher wurden bei Reparaturstudien in G2
Etoposidkonzentrationen von 2 uM, 5uM, 10 uM und 20 uM Etoposid auf exponentiell
wachsenden Kulturen eingesetzt. Die Schadensinduktion erfolgte analog zu konfluenten
Kulturen fur 1 h bei 37 °C, nach zweimaligem Waschen mit 1x PBS wurde frisches Medium
zugegeben und bis Ablauf der Reparaturzeit bei 37 °C inkubiert.

4.2.5.2.2. Aclarubicin

Aclarubicin ist ein Topoisomerase lI-Inhibitor, der in die DNA interkaliert und somit die
Kontaktaufnahme des Enzyms mit und die Bindung an die DNA verhindert. Es kommt nicht
zur Entstehung von DSBs (Jensen et al. 1990).

Die Zellen wurden auf Deckglédsern ausgesetzt und bis zur vollstandigen Konfluenz etwa 2-3
Wochen kultiviert. Die Aclarubicinbehandlung erfolgte in einer Konzentration von 5 uM fir
30 min bei 37 °C. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde frisches Medium zugegeben
oder die Zellen wurden einer anschlielenden Etoposidbehandlung wie unter 4.2.5.2.1
beschrieben unterzogen.

4.2.5.3. Behandlung mit spezifischen Proteininhibitoren

Spezifische Inhibitormolekile gegen verschiedene Reparaturproteine eréffnen die Moglichkeit,
den Beitrag des gehemmten Proteins zur Reparatur von DSBs genauer zu untersuchen und
zu spezifizieren.

In dieser Arbeit wurden Inhibitoren von Artemis (KU55933, ATMi) und der katalytische
Untereinheit der DNA-PK (NU7026, DNA-PKI) eingesetzt. Die Zellen wurden 2 Tage vor dem
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Experiment ausgesetzt. Die Inhibitorbehandlung setzte 1 h vor Schadensinduktion in einer
Konzentration von 20 uM (ATMi) bzw. 10 uM (DNA-PKi) ein und dauerte bis zur Ernte nach
Ablauf der entsprechenden Reparaturzeit an. Der (brige Versuchsablauf wurde analog zu
unbehandelten Proben durchgefihrt.

4.2.5.4. Behandlung mit H,O,

H,O, gehort zu den reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) und
verursacht nach der Entstehung von Hydroxylradikalen (OHe) v. a. ESBs in der DNA (Bradley
& Kohn 1979).

Exponentiell wachsende Zellen wurden nach zweimaligem Waschen in 1x PBS fur 20 min bei
4 °C mit 150 uM H,0, in 1x PBS behandelt. AnschlieBend wurde erneut griindlich gewaschen
(2 x mit 1x PBS) bevor die Zellen mit frischem Zellkulturmedium versetzt wurden. Nach einer
Reparaturzeit von 30 min bei 37 °C wurden die Zellen fixiert.

4.2.6. Immunologische Methoden

4.2.6.1. Fixierung von Zellen mittels Methanol-Aceton-Behandlung

Nach Entfernen des Mediums wurden die auf den Deckglasern befindlichen Zellen fir 30 min
bei -20 °C in eiskaltem Methanol fixiert und durch eine anschlielende Acetonbehandlung
(1 min bei -20 °C) permeabilisiert. Nach dreimaligem Waschen in 1x PBS/1 % FCS wurden die
Zellen fUr 30 min in Blocklésung inkubiert, um unspezifische Bindestellen zu blockieren und
konnten bis zur jeweiligen Antikérperfarbung bei 4 °C gelagert werden.

4.2.6.2.Fixierung von Zellen mittels Formaldehyd-Behandlung

Zum Fixieren wurden die Zellen fir 15 min mit Formaldehydlésung behandelt und nach
dreimaligem Waschen in PBS fir 5 min in gekuhlter Tritonlésung bei 4 °C permeabilisiert.
Nach erneutem Waschen in 1x PBS/1% FCS (3x) erfolgte ein 30mindtiger
Blockierungsschritt in Blockldsung, anschlieBend konnten die Deckglaschen bis zur
Antikérperfarbung bei 4 °C gelagert werden.

4.2.6.3. CENP-F/yH2AX-Doppelfarbung

Die fixierten Deckglaser wurden in einer Feuchtekammer ausgelegt, mit 35yl
Primarantikorperldsung (rabbit o CENP-F 1:500, mouse o yH2AX 1:500 in Blockldsung)
Uberschichtet und fir 1 h bei RT inkubiert. AnschlieBRend wurde dreimal fur 10 min in
Ix PBS/1 % FCS gewaschen um Uberschissige Priméarantikbrper zu entfernen. Nach
Inkubation mit 40 pl Sekundarantikdrperldsung (goat a rabbit Alexa Fluor 595® 1:500, goat o
mouse Alexa Fluor 488® 1:500 in Blocklésung) fir 1 h im Dunkeln wurde wiederum dreimal
fur je 15 min in 1x PBS/0,1 % Tween®20 gewaschen, bevor die unspezifische DNA-Farbung
mittels DAPI erfolgte. Dazu wurden die Deckglaser 3 min in 1x PBS/0,2 pg/ml DAPI gefarbt
und danach etwa 5 min in 1x PBS gewaschen. AbschlieRend konnten die Deckglaser mit je
3 ul Mounting Medium eingedeckelt und mit Nagellack versiegelt werden. Die Lagerung
erfolgte bei 4 °C.

4.2.6.4. BrdU/yH2AX-Doppelfarbung

Die Pulsmarkierung wachsender Zellen mit 5-Bromo-2"deoxy-Uridin (BrdU) eroffnet die
Moglichkeit, eine Zellpopulation in der S-Phase zu markieren und das weitere Schicksal dieser
Population zu analysieren.

Dazu wurde den Zellen fur 1 h 10 nM BrdU ins Kulturmedium zugegeben, anschlie3end
zweimal mit 1x PBS gewaschen und mit frischem Medium versetzt. Zellen, die in dieser Zeit
die DNA-Synthese in der S-Phase durchlaufen, bauen das Basenanalogon BrdU in die DNA
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ein und kdnnen somit identifiziert werden. Zur Analyse von exponentiell wachsenden G2-
Zellen wurde der Bestrahlungszeitpunkt so gewahlt, dass die markierte Population bereits
nach G2 progressiert war. Dieser Zeitpunkt wurde in im Vorfeld durchgefiihrten FACS-
Analysen (4.2.9) bestimmt und auf 4 h festgelegt. Nach Ablauf dieser Zeit erfolgte die
Induktion der Doppelstrangbriiche durch Réntgenstrahlung oder Chemikalienbehandlung. Auf
den Zusatz von Aphidicolin konnte bei diesem Ansatz verzichtet werden, da die bestrahlten
Zellen anhand der BrdU-Markierung identifiziert wurden. Nach Ablauf der Reparaturzeit
erfolgte die Fixierung der Probe in Methanol wie unter 4.2.6.1 beschrieben.

Die fixierten Deckglaser wurden in eine Feuchtekammer eingebracht, mit 35 pl der ersten
Primarantikorperldsung (mouse o yH2AX 1:800 in 1x PBS/1 % FCS) Uberschichtet und Uber
Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Deckglaser wurden zweimal fir 10 min in 1x PBS/1 % FCS und
einmal fir 30 min in 1x PBS gewaschen. Anschlielend wurden spezifisch gebundenen
Antikérper durch Formaldehydbehandlung (20 min Crosslinklésung) kovalent mit dem
Zielprotein verknlpft. Nach drei weiteren Waschschritten in 1x PBS/1 % FCS konnte die
Inkubation der Deckglaser mit je 35 pl der zweiten Primarantikdrperlésung (sheep o BrdU
1:150 in Inkubationspuffer) in der Feuchtekammer fir 1 h bei 37 °C durchgefuihrt werden.
Uberschiissiger Antikorper wurde wiederum durch dreimaliges Waschen in 1x PBS/1 % FCS
entfernt. Die Detektion der spezifisch gebundenen Primarantikérper erfolgte durch
Behandlung mit 40 ul Sekundarantikdrperldsung (goat o mouse Alexa Fluor 488®, goat o
rabbit Alexa Fluor 594®, je 1:500 in 1x PBS/1 % FCS) fir 1 h abgedunkelt und bei RT. Nach
vier 15minitigen Waschschritten in 1x PBS konnte die DAPI-Gegenfarbung durchgefiihrt
werden. Dazu wurden die Deckgléaser fur 3 min in 0,2 ug/ml DAPI in 1x PBS gefarbt und
anschliel3end fur 5 min in 1x PBS gewaschen. Nach dem Eindeckeln der Deckglaser mit je
3 ul Mounting Medium konnten diese mit Nagellack versiegelt und bei 4 °C gelagert werden.

4.2.6.5. c-myc/yH2AX bzw. Rad51-Doppelfarbung

Dieser Farbeansatz wurde in der vorliegenden Arbeit zur Identifizierung von Zellen eingesetzt,
die nach Transfektion wie unter 4.2.4.4 beschrieben das gewiinschte Konstrukt
aufgenommen, in den Kern transportiert und exprimiert haben. Das entstandene Protein
besteht aus der gewtinschten Artemis-Sequenz (WT oder D37N) gekoppelt mit einer c-myc-
Sequenz, die sich durch entsprechende Antikérper nachweisen lasst.

Die transfizierten Zellen wurden nach der entsprechenden Versuchsdurchfiihrung durch
Formaldehydbehandlung (4.2.6.2) fixiert und geblockt. Zur Antikérperfarbung wurden die
Deckglaser in eine Feuchtekammer eingebracht, mit 35 pl Primarantikdrperlésung (mouse o
c-myc 1:500, rabbit o yH2AX 1:1000 bzw. rabbit o Rad51 1:4000 in 1x PBS/1 % FCS)
tiberschichtet und 1 h bei RT inkubiert. Uberschiissige Antikérper wurden durch dreimaliges
Waschen in 1x PBS/1 % FCS entfernt. Anschlielend erfolgte die Behandlung mit 40 pl
Sekundarantikorperlésung (goat . mouse Alexa Fluor 594®, goat o rabbit Alexa Fluor 488®,
je 1:500 in 1x PBS/1 % FCS) lichtgeschitzt fur 1 h bei RT. Nach vier Waschschritten in
1x PBS konnte die DAPI-Gegenfarbung durchgefiihrt werden, indem die Deckglaser fur 3 min
in 0,2 ug/ml DAPI in 1x PBS eingebracht und danach 5 min in 1x PBS gewaschen wurden.
Danach konnten die Proben mit je 3 pl Mounting Medium eingedeckelt, mit Nagellack
versiegelt und bei 4 °C gelagert werden.

Die Auswertung der yH2AX-Foci erfolgte in Zellen, die ein deutliches c-myc-Signal zeigten.
Die Unterscheidung der Zellzyklusphase erfolgte anhand des DAPI-Signals wie unter 4.2.6.7.2
beschrieben.

4.2.6.6. yH2AX/Rad51-Doppelfarbung

Dieser Farbeansatz wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet, um Ausbildung und
Reparatur von yH2AX- und Rad51-Foci in derselben Zelle beurteilen zu kdnnen. Dazu wurden
die nach 4.2.6.2 in Formaldehydldsung fixierten Deckglaser mit 35 pl Erstantikdrperldsung
(mouse o yH2AX 1:1000, rabbit oo Rad51 1:4000) uberschichtet und Uber Nacht bei 4 °C
inkubiert. Nach dem Entfernen ungebundener Antikorper durch dreimaliges Waschen in
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1x PBS/1 % FCS schloss sich die Zweitantikérperbehandlung (goat o mouse Alexa Fluor
594® 1:1000, goat o rabbit Alexa Fluor 488® 1:500 in 1x PBS/1 % FCS) fur 1 h lichtgeschutzt
bei RT an. Erneut wurde grindlich (4 x) in 1x PBS gewaschen bevor die unspezifische DNA-
Farbung fir 3 min in 0,2 ug/ml DAPI in PBS erfolgte. Nach Waschen in PBS konnten die
Proben mit je 3 ul Mounting Medium eingedeckelt, mit Nagellack versiegelt und bei 4 °C
gelagert werden.

Die Auswertung erfolgte wiederum zellzyklusphasenspezifisch unter Zuhilfenahme der
Metafer-Software (Metasystems) wie unter 4.2.6.7.2 beschrieben.

4.2.6.7. Auswertung der Immunfluoreszenz-Anséatze

4.2.6.7.1. Auswertung der yH2AX-Férbung

Die Anzahl der yH2AX-Foci korreliert direkt mit der Anzahl unreparierter DNA-
Doppelstrangbriche. Zur Beurteilung der Reparaturkapazitdt einer untersuchten Zelllinie
wurde daher die Abnahme der yH2AX-Foci nach Ablauf von bestimmten Reparaturzeiten
ausgewertet.

Die Auswertung erfolgte bei 1000facher VergréfRerung direkt am Mikroskop, bei jedem
Datenpunkt wurden mindestens 40 Zellen ausgewertet, dabei mussten mindestens 40 Foci
insgesamt erreicht werden. Bei gré3eren Focianzahlen (>80-90 Foci pro Zelle) erfolgte die
Aufnahme der Zelle bei 630facher VergréRerung mit Hilfe der I1SIS-Software (Metasystems),
das anschlieBende Auszéahlen erfolgte am Bildschirm.

Jedes Experiment wurde in der Regel dreimal durchgefuhrt. Die dargestellten Ergebnisse
stellen den Mittelwert der unabhangigen Experimente dar, die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler der Mittelwerte. Zur statistischen Absicherung wurde bei Bedarf der Student’s
t-test (one-tailed Welsh's test) angewendet.

4.2.6.7.2. Identifizierung von Zellzyklusphasen

Bei Experimenten mit exponentiell wachsenden Zellen wurden in der Regel G1- und G2-
Phase ausgewertet. Die Farbung von primaren humanen Fibroblasten mit Antikérpern gegen
das Centromerprotein F (CENP-F) ermdglicht die Identifizierung von Zellen in der spaten S-
und G2-Phase. Diese zeigen eine globale Kernfarbung, in G2 deutlich intensiver als in S.
S-Phase Zellen konnten zudem leicht durch die aufgrund der Aphidicolinbehandlung
auftretende globale yH2AX-Farbung erkannt werden.

Alternativ konnte die Identifizierung der Zellzyklusphase auch mit Hilfe der Intensitat des
DAPI-Signals ermittelt werden. G2-Zellen weisen einen hoheren DNA-Gehalt auf und zeigen
daher ein deutlich intensiveres DAPI-Signal. Zellen in der S-Phase, die einen DNA-Gehalt und
damit eine DAPI-Intensitat zwischen G1 und G2 aufweisen, konnten durch die aufgrund der
Aphidicolinbehandlung auftretende globale yH2AX-Farbung ausgeschlossen werden. Die
Auswertung der DAPI-Intensitat erfolgte automatisch mit Hilfe der Software Metafer
(Metasystems) und wurde gegen die Intensitdt des yH2AX-Signals in einem Diagramm
aufgetragen. Hier konnten die Zellen der G1- bzw. G2-Population ausgewahlt, mit Hilfe der
Relokierungsfunktion der Software auf dem Deckglas wieder gefunden und ausgewertet
werden.

4.2.7. Chromosomale Analysen

4.2.7.1. Vorzeitige Chromosomen-Kondensation (PCC) in G2

Zur Untersuchung der Doppelstrangbruchreparatur in der G2-Phase auf Chromosomenebene
wurde der Phosphataseinhibitor Calyculin A 30 min vor Ablauf der jeweiligen Reparaturzeit in
einer Konzentration von 50 nM ins Kulturmedium gegeben. Somit wird der MPF-Level (Mitose
fordernden Faktor, Mitosis promoting factor), der im Normalfall durch die nun inhibierten
Phosphatasen in der Interphase auf niedrigem Niveau gehalten wird, erhoéht und eine
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vorzeitige Kondensation der Chromosomen (premature chromosome condensation, PCC) in
G2 ausgelost.

Die Ernte der Zellen erfolgte durch Trypsin-EDTA-Behandlung. Um die Zellausbeute zu
optimieren wurden samtliche Uberstande gesammelt und vereint, da Zellen nach Behandlung
mit Calyculin A dazu neigen, sich abzukugeln und somit leicht beim Waschen von der
Oberflache geldst werden und verloren gehen. Die Zellsuspension wurde bei 300 g fir 10 min
bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand wurde verworfen. Im Anschluss erfolgte eine hypotone
Behandlung zum Aufquellen der Zellen in 5 ml vorgewarmter KCI-Loésung (75 mM) fur 20 min
bei 37 °C. Die Zellen wurden pelletiert (10 min, 200 g, 4 °C), der Uberstand vorsichtig
abgesaugt und die Zellen durch langsames Zutropfen von 10 ml Fixativ unter standigem
Vortexen fixiert. Nach 10mindtiger Inkubation bei RT und anschlieBendem Zentrifugieren
(10 min, 200 g, 4 °C) wurden die Zellen erneut in 10 ml Fixativ aufgenommen und tber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Danach wurde zentrifugiert (200 g, 10 min, 4 °C) und wie beschrieben mit
10 ml Fixativ ein drittes Mal fixiert und fir 30 min auf Eis inkubiert. Abschliel3end wurden die
Zellen pelletiert (200 g, 10 min, 4 °C), nach vorsichtigem Absaugen des Uberstands bis auf
etwa 500 pl und anschlieendem Resuspendieren in der Restfliissigkeit auf angefeuchtete
Objekttrager aufgetropft. Diese wurden mindestens Uber Nacht bei RT getrocknet und
schlieBlich mit Giemsa gefarbt.

4.2.7.2. Giemsa-Féarbung

Zur Anfarbung der Chromosomen wurden die Objekttrager fir 3 min in 3 % Giemsa-Ldsung
bei RT inkubiert und anschlieRend zweimal fur je etwa 1 min in H,O gewaschen. Nach dem
Trocknen bei RT oder bei 50 °C auf der Heizplatte konnten die Préparate bei RT aufbewahrt
werden.

4.2.7.3. Auswertung von Chromosomenpradparationen

Die Giemsa-gefarbten Objekttrager wurden mit Hilfe des Moduls MSearch der Software
Metafer  (Metasystems)  bei 100facher  VergroBerung im Durchlicht  nach
Chromosomenspreitungen  abgesucht und deren Koordinaten gespeichert. Die
Relokierungsfunktion der Software ermdglichte das Wiederauffinden vielversprechender
Chromosomenspreitungen, sodass diese bei 630facher VergroRerung mit ISIS (Metasystems)
aufgenommen werden konnten. Diese Bilder wurden anschlielend auf Chromosomenbriiche
analysiert, bei bestrahlten Proben wurden 60-70, bei unbestrahlten Kontrollen etwa 80-100
Metaphasen ausgewertet.

Die  gezeigten @ Werte entsprechen den  Mittelwerten  aller  ausgewerteten
Chromosomenspreitungen eines Datenpunktes, die Fehlerbalken entsprechen dem
Standardfehler der Mittelwerte.

4.2.8. Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE)

4.2.8.1. Markierung mit [Methyl *H] Thymidin

Zur Untersuchung der Doppelstrangbruchreparatur spezifisch in G2-Zellen wurde eine
exponentiell wachsende Zellpopulation radioaktiv markiert. Dazu wurde [Methyl *H] Thymidin
mit einer spezifischen Aktivitat von 2,81 TBg/mmol in einer Konzentration von 37 kBg/ml fur
1 h ins Kulturmedium gegeben. Zellen, die innerhalb dieser Zeit die S-Phase durchlaufen,
bauen das radioaktive Molekil in die DNA ein und kdnnen somit spater identifiziert werden.
Nach der Markierung wurde das Medium entfernt, die Zellen zweimal mit 1x PBS gewaschen
und mit frischem Medium versetzt. Zur Analyse der DSB-Reparatur in G2 wurde der
markierten Zellpopulation anschlieRend Zeit gegeben in G2 zu progressieren. Dieser
Zeitrahmen wurde in Vorversuchen mit Hilfe von durchflusszytometrischen Anséatzen
untersucht und auf 4 h festgelegt. Nach Ablauf dieser Zeit wurden die Zellen bestrahlt, die
Induktionsproben wurden direkt im Anschluss, die Reparaturproben nach Ablauf der
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entsprechenden Reparaturzeit geerntet. Kontrollen wurden einer identischen Behandlung
ohne Rdntgenbestrahlung unterzogen und zusammen mit den Induktionsproben geerntet.

4.2.8.2. Isolierung genomischer DNA fir die Pulsfeldgelelektrophorese

Zur Ernte der behandelten Proben wurde das Medium entfernt, die Zellen zweimal mit 10 ml
eiskaltem 1x PBS gespult und durch Trypsin-EDTA-Behandlung zur Unterbindung weiterer
Reparaturprozesse bei 4 °C fur 30-60 min von der Oberflache gelost. AnschlieBend wurden
die Zellen in 8 ml eiskaltem Medium aufgenommen und fir 10 min bei 300 g und 4 °C
pelletiert. Das Pellet wurde in gekihltem 1x PBS gewaschen, erneut zentrifugiert (10 min,
300 g, 4 °C) und nach Entfernen des Uberstands in 50 pl 1x PBS (RT) gelost. Die Suspension
wurde mit 50 ul Bléckchenagarose versetzt, gemischt und in vorgekihlte Bléckchenformer
gefullt. Das Aushéarten der Agarose erfolgte bei 4 °C, bevor die Blockchen fir mindestens
30 min bei 4 °C in Lysispuffer &quilibriert wurden. Zur abschlieRenden Lyse der Zellen wurde
bei 50 °C Uber Nacht inkubiert und danach zweimal in 0,5 M EDTA gewaschen. Schliel3lich
konnten die Blockchen bei 4 °C in 0,5 M EDTA gelagert werden.

4.2.8.3. Durchfuhrung der Pulsfeldgelelektrophorese

Zunéchst wurden die Blockchen zweimal fir 30 min bei 4 °C in TE gewaschen und in die
Taschen eines FAR-Gels eingesetzt, die dann mit Taschenagarose verschlossen wurden.
Nach dem vollstandigen Erstarren wurde das Gel zum Aquilibrieren mindestens 30 min vor
Start der Gelelektrophorese in die mit 0,5x TBE gefillte und bereits auf 14 °C
heruntergekiihlte Elektrophoresekammer eingesetzt. Im anschlieenden Lauf wurde die DNA
fur 92 h bei einem Feldwinkel von 120°, einer elektrischen Feldstarke von 1,5 V/cm und
Pulszeiten von 5-5000s bei 14 °C aufgetrennt. Diese Laufbedingungen erlauben eine
Auftrennung von Fragmenten bis zu einer Grol3e von 8 Mbp. Nach erfolgter Elektrophorese
wurde das Gel tUber Nacht in 1 pg/ml Ethidiumbromid in 0,5x TBE geféarbt und anschlieRend
fur etwa 4h in 0,5x TBE entfarbt. Die Geldokumentation erfolgte unter UV-Belichtung bei
302 nm mit Hilfe einer digitalen Kamera und der Aufnahmesoftware ISIS (Metasystems).

4.2.8.4. Szintillationsmessung und Auswertung der G2-spezifische Reparatur

Tritium ist ein R-Strahler und weist somit eine sehr geringe Reichweite auf. Aus diesem Grund
muss zur Analyse der radioaktiv markierten Zellpopulation die genomische DNA aus dem
Agarosegel eluiert werden. Um die Information Uber Laufverhalten und damit Reparatur der
aufgetrennten Proben zu erhalten wurden daher die jeweilige Probentasche sowie die
dazugehoérigen Spuren bis etwa 4 cm unterhalb der Kompressionszone in gleichgrof3e
Blockchen geschnitten. Diese wurden nach Zugabe von 1 ml Hypochlorid fir 45-60 min bei
50 °C unter mehrmaligem Vortexen gelést. Danach wurde die Suspension in 10 ml
Szintillationsflissigkeit gegeben und gemischt. Nach 24 h abgedunkelt bei RT wurden die
Proben im Szintillationszahler vermessen.

Zur Ermittlung des FAR-Wertes der radioaktiv markierten DNA wurde zunachst die
Gesamtaktivitdt pro Spur errechnet. Die Aktivitdt der aus der Tasche herausgelaufenen
Radioaktivitdat wurde durch die Gesamtaktivitat dividiert. Dieser Wert entsprach dann dem
Anteil der radioaktiv markierten DNA, die bei der entsprechenden Probe ins Gel gelaufen war
und erlaubte eine Aussage uber die DSB-Reparatur der analysierten G2-Population.

4.2.9. Durchflusszytometrische Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurden durchflusszytometrische Methoden vor allem benutzt, um
die Zellzyklusphase einer BrdU-markierten Zellpopulation parallel zur Immunfluoreszenz-
Auswertung (4.2.6.4) bzw. zur G2-spezifischen PFGE (4.2.8) zu Uberprifen. Dazu wurde eine
exponentiell wachsende Kultur fir 1 h mit 10 nM BrdU markiert. Anschlieend wurde das
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Medium entfernt, der Zellrasen zweimal mit PBS gespdlt und frisches Medium zugegeben. Die
Behandlung der Proben erfolgte nun analog zu den entsprechenden Experimenten.

4.2.9.1. Probenfixierung fir die Durchflusszytometrie

Nach Abschluss der jeweiligen Behandlung wurden die Zellen mit 1x PBS gewaschen, durch
Trypsin-EDTA-Behandlung von der Oberflache gelost und in 3 ml Medium aufgenommen.
Nach der Uberfiihrung in FACS-R6hrchen wurden diese zentrifugiert (400 g, 10 min, 4 °C), der
Uberstand verworfen und die Zellen in 1x PBS resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation
und Entfernen des Uberstandes wurde das geléste Pellet durch tropfenweise Zugabe von 2 ml
70 % Ethanol (-20 °C) unter standigem Vortexen fixiert und konnte bei -20 °C aufbewahrt
werden.

4.2.9.2. BrdU/PI-Farbung

Die bei -20 °C aufbewahrten Proben wurden zunéchst zentrifugiert (10 min, 400 g, 4 °C), das
Pellet in kaltem PBS gewaschen und erneut zentrifugiert (10 min, 400 g, 4 °C). AnschlieRend
wurden die Zellen in 1 ml 2 M HCI aufgenommen und 20 min bei RT inkubiert, um die DNA zu
denaturieren und das eingebaute BrdU so fir die spatere Antikérperbehandlung zugéanglich zu
machen. Nach Zugabe von 1 ml 1x PBS/1 % FCS schloss sich ein Zentrifugationsschritt
(10 min, 400 g, 4 °C) an. Zur partiellen Renaturierung der DNA wurde das Pellet in 500 pl
0,1 M Natrium-Tetraborat (pH 8.5) resuspendiert, fir 2 min bei RT inkubiert und mit 1 ml
1x PBS/1 % FCS versetzt. Nach erneuter Zentrifugation (10 min, 400g, 4°C) und
vorsichtigem Entfernen des Uberstandes wurden die Zellen in 20 ul FITC-gekoppeltem o
BrdU-Antikorper aufgenommen und 30 min abgedunkelt bei RT inkubiert. Anschlie3end
erfolgte die Zugabe von 1 ml 1x PBS/1 % FCS bevor die Zellen pelletiert (10 min, 400 g, 4 °C)
und in 500 pl Propidiumiodidlésung resuspendiert wurden. Nach 30minttiger Inkubation
abgedunkelt bei RT konnten die Proben im Durchflusszytometer vermessen werden, wobei
jeweils der DNA-Gehalt und die Intensitat des BrdU-Signals quantitativ ausgewertet wurden.

4.2.9.3. Messung am Durchflusszytometer

Messung und Auswertung der Proben erfolgte mit Hilfe der Software CellQuest (Becton
Dickinson). Das verwendete Durchflusszytometer verflgt tber einen Argonlaser mit einer
Anregungswellenlange von 488 nm. Das Propidiumiodid-Signal wurde im Fluoreszenzkanal 2
(FL2) im Bereich von 564-606 nm, das BrdU-Signal im Fluoreszenzkanal 1 (FL1) bei 505-
545 nm aufgenommen. Zur Auswertung der durchgeftihrten BrdU-Experimente wurden 20.000
Zellen erfasst.
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5. Ergebnisse

5.1. Anwendung der yH2AX-Analyse zur Charakterisierung der DNA-Reparatur
von exponentiell wachsenden priméaren humanen Fibroblasten

5.1.1. Identifizierung der Zellzyklusphasen

Diese Arbeit widmet sich der Untersuchung der DNA-Reparatur in der G2-Phase des
Zellzyklus im Vergleich zur G1-Phase. Dies setzt voraus, dass bekannt ist, in welcher
Zellzyklusphase sich die analysierten Zellen befinden. Durch Synchronisation kénnen Zellen in
der gewiinschten Phase angereichert werden. So konnen priméare Zellen durch
Kontaktinhibition in der GO/G1-Phase des Zellzyklus analysiert werden (Kuhne et al. 2004,
Harper 2005). Zur Charakterisierung der Zellen in der G2-Phase werden in der Regel
Replikationsinhibitoren wie Hydroxyharnstoff oder hohe Konzentrationen an Thymidin
eingesetzt, die die Passage der Zellen durch die S-Phase verhindern (Harper 2005). Nach
Entfernung der Chemikalie treten die Zellen synchron in die G2-Phase ein. Allerdings konnte
gezeigt werden, dass diese Behandlung die Induktion von DNA-Schaden bedingt und zur
Phosphorylierung von H2AX fuhrt (Kurose et al. 2006). Daher sind diese Ansatze zur
Charakterisierung der DNA-Reparatur nicht geeignet. Auch eine Synchronisation am G2/M-
Ubergang bspw. durch Nocodazol ist nicht sinnvoll, da die Zellen zwar synchron in die G1-
Phase eintreten, die Synchronitat aber wahrend der weiteren Progression durch G1- und S-
Phase verlieren (Kurose et al. 2006). Aus diesem Grund ist auch die Ansammlung von
mitotischen Zellen durch mitotic shake-off, wo abgekugelte und damit schlecht haftende
mitotische Zellen mechanisch von der Oberflache gelést und abgeerntet werden, nicht
zielfihrend (Harper 2005). Somit wurden in dieser Arbeit unsynchronisierte Zellen verwendet,
was aulRerdem den direkten Vergleich von G1- und G2-Phase-Zellen in einem Experiment
ermaoglicht.

Die Untersuchung der DSB-Reparatur auf Einzelzellebene in einer exponentiell wachsenden
Kultur erfordert die sichere Unterscheidung der Zellzyklusphasen. Auf3erdem muss der
Ubertritt zwischen den Zellzyklusphasen wahrend der Reparaturzeit unterbunden werden, um
eine Verfalschung des Ergebnisses zu verhindern. Daher erfolgte in den folgenden
Untersuchungen die Identifikation von G2-Zellen Giber den Nachweis von CENP-F (Centromer-
Protein F). CENP-F wird nur in der spaten S- und G2-Phase exprimiert und sorgt im
Immunfluoreszenzansatz fur eine pan-nukleare Farbung von Zellen in diesen
Zellzyklusphasen (Liao et al. 1995, Kao et al. 2001). Die Intensitét der Farbung ist dabei in G2
groRer als in S.

Zusatzlich verhindert der Einsatz des Polymerase-Inhibitors Aphidicolin den Ubertritt der
Zellen von der S- in die G2-Phase. Er ermdglicht zudem die Unterscheidung zwischen

CENP-F-positiven S-und G2-Zellen. In der S-Phase kommt es durch Behandlung mit
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Aphidicolin zum Replikationsarrest, der vermutlich zur Aktivierung von ATR und damit zum
Einsetzen der DNA-Schadensantwort fuhrt. H2AX wird in so starkem Ausmalfd phosphoryliert,
dass Zellen in der S-Phase eine pan-nukledre yH2AX-Farbung aufweisen, was zusammen mit
einem schwachen CENP-F Signal eine eindeutige Identifizierung der S-Phase ermdglicht.
CENP-F-positive Zellen mit punktformigem yH2AX-Signal befinden sich in der G2-Phase,
G1-Zellen besitzen ein punktférmiges yH2AX-Muster und sind CENP-F-negativ (Abb. 5.1A).
Eine an yH2AX- und CENP-F-gefarbten Zellen am Fluoreszenzmikroskop durchgefiihrte
Analyse des DNA-Gehaltes, bei der die Intensitdt des DAPI-Signals in Relation zur Intensitéat
des yH2AX-Signals gesetzt wird, ergibt bei etwa 1000-3000 ausgewerteten Zellen eine
hufeisenférmige Verteilung. Diese Verteilung spiegelt die einzelnen Zellzyklusphasen wider
(Abb. 5.1B). Zellen mit einfachem DNA-Gehalt befinden sich in G1 und zeigen relativ geringe
yH2AX-Intensitat in Form eines punktférmigen Musters. In diesen Zellen fehlt das CENP-F-
Signal. Zellen mit doppeltem DNA-Gehalt haben das Genom bereits vollstandig repliziert und
zeigen als G2-Zellen ebenfalls ein punktférmiges yH2AX-Signal bei intensiver flachiger
CENP-F-Farbung. Eine DAPI-Intensitat zwischen derjenigen in G1 und G2 représentiert Zellen
in der S-Phase. Diese Population bildet den Bogen des Hufeisens im Dotplot. Sie zeichnet
sich durch ein im Vergleich zu G1 bzw. G2 deutlich intensiveres yH2AX-Signal aufgrund der
Aphidicolin-Behandlung aus. Diese Zellen zeigen zudem ein flachiges CENP-F-Signal, das
jedoch schwécher ausgepragt ist als in G2 (Abb. 5.1).

Diese Kriterien erlauben die Identifizierung der Zellzyklusphase und ermdglichen so die

gezielte Auswertung einer Zellpopulation in der G1- bzw. der G2-Phase.
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Abbildung 5.1: Identifizierung der Zellzyklusphasen in exponentiell wachsenden primaren humanen
Fibroblasten.

(A) Immunfluoreszenzfarbung von bestrahlten WT-Fibroblasten (HSF1, 2 Gy Réntgenstrahlung,
+Aphidicolin, 2 h Reparatur) mit Antikdrpern gegen yH2AX und CENP-F, aufgenommen bei 630facher
VergrofRerung. CENP-F ist in rot, yH2AX in grin geféarbt. Die DNA wurde unspezifisch mit DAPI (blau)
gegengefarbt. G2-Zellen zeigen ein intensives pan-nukledres CENP-F-Signal bei punktférmigem
yH2AX-Muster. S-Zellen zeigen ebenfalls ein flachiges, aber weniger intensives CENP-F Signal und
ein aufgrund der Behandlung mit Aphidicolin pan-nukledres yH2AX-Signal. G1-Zellen sind CENP-F
negativ und zeigen ein punktférmiges yH2AX-Signal.

(B) Parallel wurde mit Hilfe der Relokierungsfunktion der verwendeten Software ein Dotplot zur
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Uberpriifung der beschriebenen Identifikationskriterien zur Bestimmung der Zellzyklusphasen erzeugt.
Dazu wurde die yH2AX-Intensitat der auf einem Deckglas vorhandenen 1000-3000 Zellen gegen den
anhand der DAPI-Intensitat ermittelten DNA-Gehalt aufgetragen und in einem Dotplot dargestellt. An
der X-Achse ist der DNA-Gehalt dimensionslos in linearer Darstellung aufgetragen, die Y-Achse zeigt
die Intensitat des yH2AX-Signals ebenfalls dimensionslos und in linearer Darstellung.

5.1.2. Analyse von DSBs anhand von yH2AX-Foci in der G2-Phase

Die Quantifizierung von yH2AX-Foci zur Charakterisierung der DSB-Reparatur ist eine in
konfluenten Zellen etablierte und anerkannte Methode. Hier konnte eine 1:1-Korrelation
zwischen der Anzahl vorhandener DSBs und der Anzahl ausgebildeter yH2AX-Foci gezeigt
werden (vergleiche Kapitel 3.6.1).

In dieser Arbeit wurde zunéchst die Anwendbarkeit dieser Methode auf G2-Phase-Zellen
Uberpruft. In GO/G1 ist das Verschwinden von yH2AX-Foci abhangig von funktionaler DNA-
Ligase IV (Lig4) (Riballo et al. 2004). Die Tatsache, dass die Dephosphorylierung von yH2AX
in Abwesenheit eines essentiellen DNA-Reparaturfaktors nicht erfolgt, ist ein weiterer Beweis
fur die Korrelation zwischen yH2AX-Focus und DSB. Auch in der G2-Phase konnte gezeigt
werden, dass ein Grofdteil der strahleninduzierten yH2AX-Foci in Lig4-defizienten Zellen
erhalten bleibt (Tchouandoung, mindliche Mitteilung). Dies ist ein erster Hinweis, dass
yH2AX-Foci auch in der G2-Phase DNA-DSBs markieren.

Zunachst wurde die Induktion von yH2AX-Foci in G2-Phase-Zellen im Vergleich zu G1-Zellen
untersucht. Dartberhinaus wurde die Linearitdt zwischen applizierter Dosis und den
auftretenden DSBs in der G2-Phase Uberprift. Dazu wurde die Anzahl an Foci in Relation zur
applizierten Dosis quantifiziert. Es wurde ein fir die nachfolgenden Untersuchungen

relevanter Dosisbereich von 0 Gy bis 3 Gy Rontgenstrahlung gewahlt.

Abbildung 5.2; Induktionskurve  exponentiell
wachsender primarer Fibroblasten.

120 4 WT-Zellen (HSF1) wurden mit unterschiedlichen
2 100 - el Dosen (1; 1,5; 2; 2,5; 3 Gy Rontgenstrahlung) bestrahlt
ﬂ]’ und 15 min kultiviert. Nach der Fixierung der Zellen
o SUg wurde die Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX und
Q. 60 - CENP-F durchgefihrt. Die Quantifizierung der
'g 40 4 vorhandenen yH2AX-Foci erfolgte in G1 und G2. Jeder
(18 Datenpunkt entspricht dem Mittelwert aus zwei

20 unabhéngigen Experimenten. Die Kontrolle betragt

0¥ : . , 0,2 Foci in G1 und 2,3 Foci in G2 und wurde von den

Reparaturwerten abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen

den Standardfehler zwischen den Mittelwerten der

Dosis IR (Gy) Experimente und liegen teilweise innerhalb der
Symbole.

In G1 und G2 steigt im Dosisbereich zwischen 0Gy und 2,5Gy IR die Anzahl an

induzierten yH2AX-Foci linear mit der Dosis an, wobei in G2 aufgrund des doppelten DNA-
Gehaltes etwa doppelt so viele Foci auftreten. Wahrend in G1 die Linearitat auch bei 3 Gy IR
gewahrt bleibt, wird in G2 ab etwa 80 Foci pro Zelle eine Sattigung erreicht (Abb. 5.2). Dies ist

darauf zurtickzufuhren, dass die Unterscheidung distinkter Foci und damit die quantitative
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Analyse der yH2AX-Foci aufgrund der groBen Schadensmenge nicht mehr moglich ist.
AulBerdem kann gezeigt werden, dass die im Versuchsansatz applizierte Dosis von 2 Gy
sowohl in G1 wie auch in G2 im linearen Bereich induziert und somit die quantitative Analyse
der DSB-Reparatur durch Auszahlung von yH2AX-Foci mdglich ist. Die Tatsache, dass in G2-
Zellen etwa doppelt so viele yH2AX-Foci wie in der G1-Phase auftreten, ist ein weiterer
Hinweis darauf, dass yH2AX-Foci auch in der G2-Phase als Mafl3 fir vorhandenen DSBs
gewertet werden konnen.

Desweiteren wurde die Ausbildung von yH2AX-Foci in Abwesenheit von ATM und DNA-PK
untersucht. Nach dem Auftreten eines DSBs wird H2AX sehr schnell durch ATM bzw. in
dessen Abwesenheit durch DNA-PK phosphoryliert (Stiff et al. 2004). Dagegen wird ATR nach
dem Auftreten von einzelstrangigen Bereichen beispielsweise nach replikativem Stress aktiv
(Abraham 2001). Um sicherzustellen, dass die Agglomeration von yH2AX in der G2-Phase die
Anwesenheit eines DSBs anzeigt, wurde das Auftreten von yH2AX-Foci in Abwesenheit von
ATM und DNA-PK untersucht. Dazu wurde in exponentiell wachsenden ATM-defizienten
Fibroblasten (AT1BR) durch Behandlung mit dem hochspezifischen Inhibitormolekil NU7026
(DNA-PKi) die katalytische Untereinheit der DNA-PK (DNA-PK.) ausgeschaltet und damit die
Enzymaktivitdt des gesamten Enzymkomplexes unterbunden. Nach der Induktion von DNA-
Schaden durch Behandlung der Zellen mit ionisierender Strahlung (IR) wurde die Fahigkeit
der Zellen zur Ausbildung von yH2AX-Foci in G1 und G2 analysiert. Die Identifizierung der
Zellzyklusphase erfolgte wie oben beschrieben durch parallele Immunfluoreszenzfarbung von
yHAX und CENP-F.
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DAPI CENP-F YH2AX tiberlagert 2Gy IR DNA-PKi
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Abbildung 5.3: Ausbildung von yH2AX-Foci in ATM-defizienten primaren humanen Fibroblasten nach
Behandlung mit DNA-PKi.

Exponentiell wachsende ATM-defiziente Fibroblasten (AT1BR) wurden 1 h vor Bestrahlung mit 10 uM
DNA-PKi bzw. mit DMSO in identischer Konzentration versetzt, mit 2 Gy IR bestrahlt und anschlieRend
mit Aphidicolin behandelt. Die unbestrahlte Kontrolle wurde ebenfalls mit DMSO versetzt und einer
identischen Behandlung unterzogen. Nach einer Reparaturzeit von 2 h wurden die Zellen fixiert und mit
spezifischen Antikdrpern gegen yH2AX (grin) und CENP-F (rot) gefarbt. Aul3erdem wurde die
unspezifische Gegenfarbung der DNA mit DAPI (blau) vorgenommen. Die Aufnahme erfolgte bei
630facher VergréRerung.

DMSO-behandelte ATM-defiziente AT1BR zeigen nach Bestrahlung in G1 und einer
Reparaturzeit von 2 h etwa 15-20 yH2AX-Foci. Dagegen ist deren Ausbildung in Abwesenheit
funktionaler DNA-PK vergleichbar mit unbestrahlten Kontrollen (Abb. 5.3). In der G2-Phase
sind in unbehandelten ATM-defizienten Zellen 2 h nach Bestrahlung etwa 35-40 yH2AX-Foci
nachweisbar. Auch in dieser Zellzyklusphase wird die Anzahl vorhandener yH2AX-Foci durch

Behandlung mit dem spezifischen Inhibitor der DNA-PK. auf Kontrollniveau reduziert
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(Abb. 5.3). Demnach kann durch Inhibierung der DNA-PK in ATM-defizienten AT1BR die
Ausbildung von yH2AX-Foci nach Bestrahlung sowohl in G1 als auch in G2 nahezu vollstandig
unterdriickt werden. Dies zeigt, dass die Phosphorylierung von yH2AX in der G2-Phase
ebenso wie in G1 von ATM bzw. DNA-PK und nicht von ATR durchgefuhrt wird. Die
entstehenden yH2AX-Foci kénnen somit auch in G2 als Mald fur die Anzahl vorhandener

DSBs angesehen werden.

5.1.3. Untersuchung der Entstehung von yH2AX-Foci nach Behandlung mit H,O,

Zur weiteren Untersuchung des Einflusses von DNA-Einzelstrangbriichen (ESBs) auf die
Ausbildung von yH2AX-Foci wurden Agenzien verwendet, die einen hohen Anteil an ESBs
gegeniber DSBs induzieren.

Dunn ionisierende Strahlung, zu der auch Réntgenstrahlung gehort, interagiert unter Bildung
freier Radikale mit dem absorbierenden Material. Da Zellen zu 80 % aus Wasser bestehen,
wird der grofdte Teil der Energie von Wasser absorbiert. Dabei kommt es zur Entstehung von
OHe (vergleiche Kapitel 3.1.3). Diese Hydroxylradikale werden bei dunn ionisierender
Strahlung mit geringem LET als Hauptausloser der strahleninduzierten Schaden betrachtet
(vergleiche Kapitel 3.1.4). So werden durch 1 Gy IR etwa 16-40 DSBs sowie 600-1000 ESBs
induziert (Ward 1988). Solllten ESBs, wenn auch in geringem Ausmal}, zur Phosphorylierung
von yH2AX in der G1- und G2-Phase beitragen, wirde dies die Untersuchung von kleinen
Effekten bereits erschweren. Die Ausbildung von yH2AX-Foci bei nur 1 % der ESBs wiirde die
Focianzahl bereits um 6-10 Foci erhdhen.

Nach der Behandlung mit reaktiven Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS) wie
H,O, treten ebenfalls Hydroxylradikale auf. Diese filhren zu Schaden, die tberwiegend nur
einen DNA-Strang betreffen, wie ESBs oder Basenschaden. Es konnte gezeigt werden, dass
H,0, zu > 99 % ESBs induziert (Bradley & Kohn 1979). Dies wird durch die Tatsache, dass
nach der Einwirkung von ROS nahezu ausschlie3lich Chromatidtyp-Aberrationen detektiert
werden, bestétigt (Duell et al. 1995). DSBs werden dagegen erst bei sehr hohen H,O,-
Konzentrationen erzeugt (Dahm-Daphi et al. 2000).

Exponentiell wachsende primare Fibroblasten wurden mit H,O, behandelt. AnschlieRend
wurde die Ausbildung von yH2AX-Faoci nach erfolgter Immunfluoreszenzfarbung sowohl in der
G1- wie auch in der G2-Phase untersucht. Die Identifizierung der Zellzyklusphasen wurde

anhand des DNA-Gehaltes wie unter 5.1.1. beschrieben durchgefihrt.
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DAPI yH2AX liberlagert H,O,
Abbildung 5.4: Représentative Immunfluoreszenz-Aufnahme von priméren humanen Fibroblasten
nach Behandlung mit H,O,.

Exponentiell wachsende primare humane Fibroblasten (HSF1) wurden mit 150 puM H,O, in 1x PBS
behandelt (20 min, 4 °C), anschlieRend mit frischem Medium versetzt und weitere 15 min kultiviert.
Zudem wurden Zellen mit 1x PBS (20 min, 4 °C) inkubiert. Nach der Fixierung erfolgte die

Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX (griin). Zudem wurde eine unspezifische Kernfarbung mit DAPI
(blau) vorgenommen. Die Aufnahme erfolgte bei 630facher VergréRerung.

Die Behandlung mit 150 uM H,0O, induziert mindestens 30.000 ESBs (Fisher et al. 2007). Die
Ausbildung von yH2AX-Foci bei angenommen 1 % der ESBs wirde somit bereits zu etwa
300 Foci fuhren. Allerdings treten lediglich etwa 6 yH2AX-Foci in G1-Zellen auf (Abb. 5.4), was
mit der Arbeit von Fisher et al. (2007) konsistent ist. Dieser Wert korreliert gut mit dem in der
Literatur beschriebenen DSB:ESB-Verhaltnis von 1:2.000 (Bradley & Kohn 1979). In der G2-
Phase sind etwa 12 yH2AX-Foci nachweisbar (Abb. 5.4), was den doppelten DNA-Gehalt in
der G2-Phase widerspiegelt.

Dieses Ergebnis ist ein weiterer Beweis, dass yH2AX-Foci sowohl in der G1- wie auch in der
G2-Phase auf die Anwesenheit von DSBs zurlickzufiihren sind und die Methode somit zur

Charakterisierung der DSB-Reparatur verwendet werden kann.

5.1.4. Untersuchung des Einflusses von Aphidicolin auf exponentiell wachsende
Zellen

Nach erfolgter Reparatur von DNA-Schaden werden Zellen aus ihrem Zellzyklusarrest
entlassen und treten in die néchste Phase ein. Dies bedeutet, dass im Normalfall bei der
Untersuchung exponentiell wachsender Zellen ab einem gewissen Zeitpunkt Zellen aus einer
vorangehenden Zellzyklusphase in die analysierte Population gelangen und gleichzeitig Zellen
der analysierten Zellzyklusphase diese nach erfolgter Reparatur verlassen. Um den Ubergang
von Zellen aus der S- in die G2-Phase zu verhindern, werden die Zellen mit Aphidicolin
behandelt. Das hohe Schadensmass, welches durch Aphidicolin hervorgerufen wird, sollte
einen Ubertritt von der S-Phase in die G2-Phase verhindern. Gleichzeitig muss sichergestellt

werden, dass die durch die applizierte Dosis induzierte Zahl an DNA-Schéaden ausreichend
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hoch ist, um die Zellen im analysierten Zeitraum von 8 h in der G2-Phase zu halten. Nur so
kann gewahrleistet werden, dass bei der Analyse der Reparatur in G2 nur Zellen
bertcksichtigt werden, die sich zum Zeitpunkt der DSB-Induktion durch Bestrahlung oder
Chemikalienbehandlung in der G2-Phase befinden.

Zur eingehenden Untersuchung der Dynamik in der Zellzyklusverteilung nach IR-Behandlung
sowie unter Aphidicolineinfluss wurden durchflusszytometrische Anséatze (fluorescence
activated cell scanning, FACS) benutzt (Abb. 5.5A). Exponentiell wachsende Zellen wurden
mit dem Basenanalogon 5-Bromo-2"deoxy-Uridin (BrdU) pulsmarkiert. Dieses wird wahrend
der Replikation ins Genom integriert und markiert somit Zellen in der S-Phase. Nach der
Bestrahlung wurden die Zellen mit Aphidicolin bzw. mit DMSO behandelt und nach Ablauf der
jeweiligen Reparaturzeit fur die FACS-Analyse geerntet. Der interkalierende DNA-Farbstoff
Propidiumiodid (PI) erlaubte die Analyse der Zellzyklusverteilung der Gesamtpopulation. Nach
Vermessung einer Probe im Durchflusszytometer wurde der DNA-Gehalt der vermessenen
Zellen in einem Dotplot gegen das BrdU-Signal aufgetragen (Abb. 5.5A). Zellen mit einfachem
DNA-Gehalt bilden die G1-, diejenigen mit doppeltem DNA-Gehalt die G2-Population. Zellen
in der S-Phase besitzen einen DNA-Gehalt, der zwischen G1 und G2 liegt. Die BrdU-markierte
Population setzt sich deutlich von den unmarkierten Zellen ab und befindet sich in der
S-Phase. Um den Zellzyklusarrest durch Aphidicolin in der S-Phase und jenen durch die
Bestrahlung in der G2-Phase zu verfolgen, wurde eine Einteilung in friihe und spéte S-Phase
vorgenommen und die Veranderung dieser Fraktionen tber die Zeit beobachtet. Zudem wurde
der Anteil nicht-markierter G2-Zellen an der Gesamtpopulation bestimmt. Das Ergebnis ist in
Abb. 5.5A dargestellt.
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Abbildung 5.5: Einfluss von Aphidicolin auf exponentiell wachsende primare humane Fibroblasten

(A) Durchflusszytometrische Analyse von BrdU-markierten Zellen nach Bestrahlung und mit bzw. ohne
Aphidicolin-Behandlung. Wildtyp-Zellen (C2906) wurden fir 1 h mit BrdU pulsmarkiert, bestrahlt
(1 Gy IR) und mit Aphidicolin bzw. DMSO versetzt. Nach Ablauf der Reparaturzeit (15 min, 2 h, 4 h, 6 h,
8 h) wurden die Zellen fixiert. Die Kontrolle wurde zum Zeitpunkt der Bestrahlung fixiert. Zur
Identifizierung der BrdU-markierten Population wurde mit einem spezifischen BrdU-Antikérper gefarbt,
zudem erfolgte die unspezifische Farbung der DNA mit Pl. Nach Vermessung im FACS wurde der
anhand des PI-Signals ermittelte DNA-Gehalt (X-Achse, dimensionslos, linear) in einem Dotplot gegen
das spezifische BrdU-Signal (Y-Achse, dimensionslos, logarithmisch) aufgetragen. Jeder Punkt
entspricht einer Zelle. Die G1-Population besitzt einfachen, die G2-Population doppelten DNA-Gehalt.
Zellen in der S-Phase weisen einen DNA-Gehalt zwischen G1 und G2 auf. Deutlich zu erkennen ist die
Gruppe der BrdU-positiven Zellen, die auf der Y-Achse nach oben verschoben ist und vor allem S-
Zellen enthalt. Die BrdU-Population wurde in frihe und spéate S-Phase unterteilt und quantifiziert
(Prozentangaben neben den oberen Rechtecken). Zudem wurde der Anteil von G2-Zellen zur
Gesamtpopulation ermittelt (Prozentangaben neben den unteren Rechtecken). Somit konnten
Anderungen der Zellzyklusverteilung im Lauf der Reparaturzeit quantifiziert werden. Die
Prozentangaben entsprechen den im gezeigten Experiment ermittelten Werten.

(B) yYH2AX-Analyse von Aphidicolin-behandelten Fibroblasten. Wildtyp-Zellen (HSF1) wurden bestrahlt
(2 Gy IR) und anschlieBend mit Aphidicolin bzw. DMSO versetzt. Nach Ablauf der Reparaturzeit
(15 min, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h) erfolgte die Fixierung. Zudem wurden Kontrollzellen ohne Bestrahlung mit
Aphidicolin versetzt und einer identischen Behandlung unterzogen. Nach Immunfluoreszenzfarbung
gegen yH2AX und CENP-F wurden die verbliebenen DSBs in G1- und G2-Zellen quantifiziert. Die
dargestellten Datenpunkte zeigen den Mittelwert aus mindestens 40 ausgewerteten Zellen. Bei sehr
niedrigen Focizahlen wurden so viele Zellen analysiert bis mindestens 40 Foci gezahlt wurden. In
Kontrollen betrug der Foci-Wert etwa 0,2 Foci in G1 und 2 Foci in G2 und wurde von den Werten der
bestrahlten Proben abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Messwerte und liegen
teilweise innerhalb der Symbole.

Zum Zeitpunkt der Bestrahlung befinden sich etwa 54 % der BrdU-markierten Population in
der friihen und etwa 46 % in der spaten S-Phase. Ohne Aphidicolinbehandlung progressieren

die Zellen weiter durch die S-Phase. Die BrdU-Population verlagert sich kontinuierlich nach
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spat S/G2, 8 h nach Bestrahlung finden sich 90 % der markierten Zellen in dieser Phase. Auch
der Anteil der G2-Phase gegeniiber der Gesamtpopulation vergroRert sich auf 15,5 %
(Abb. 5.5A). Dagegen andert sich die Zellzyklusverteilung der BrdU-markierten Population
nach Aphidicolin-Behandlung im Zeitverlauf nicht maf3geblich. 8 h nach Bestrahlung enthélt
die BrdU-Population zu 57,9 % Zellen in der frihen und zu 42,1 % Zellen in der spaten S-
Phase. Auch der Anteil der G2-Zellen an der Gesamtpopulation bleibt nach Aphidicolinzugabe
mit etwa 11 % bis 8 h nach Bestrahlung konstant (Abb. 5.5A). Das Ergebnis der FACS-
Studien zeigt, dass eine Durchmischung der gewiinschten G2-Population mit Zellen aus
anderen Zellzyklusphasen durch Behandlung mit Aphidicolin unterbunden wird. AulRerdem
verbleiben Zellen nach Bestrahlung ausreichend lange in der G2-Phase, um eine Analyse der
DSB-Reparatur auch 6-8 h nach Bestrahlung gewahrleisten zu kénnen.

Aphidicolin wird mit der Entstehung von replikationsassoziierten DSBs wahrend der S-Phase
in Verbindung gebracht (Rothkamm & Lobrich 2003). Um sicherzustellen, dass durch die
Behandlung mit Aphidicolin keine zusatzlichen DSBs in der G1- und G2-Phase des Zellzyklus
entstehen, wurden exponentiell wachsende priméare humane Fibroblasten nach Bestrahlung
mit Aphidicolin versetzt. Um die Induktion von DSBs nach unterschiedlich langen
Einwirkzeiten zu untersuchen, wurden parallel Kontrollzellen ohne Bestrahlung mit Aphidicolin
versetzt und identisch behandelt. Nach Fixierung und spezifischer Farbung gegen yH2AX und
CENP-F wurde die Anzahl an DSBs in G1 und G2 quantifiziert. Das Ergebnis ist in Abb. 5.5B
dargestellt. Die Auswertung der yH2AX-Foci in bestrahlten Zellen ohne Aphidicolinbehandlung
erlaubt die Generierung von Reparaturkinetiken, die in G1 und G2 einen sehr ahnlichen
Verlauf zeigen. Dabei weisen G2-Zellen etwa doppelt so viele yH2AX-Foci auf wie G1-Zellen.
Die Reparaturkinetik der mit Aphidicolin behandelten Zellen unterscheidet sich nicht von
unbehandelten Zellen. Die Behandlung mit IR induziert in den unterschiedlich behandelten
Proben jeweils etwa 35 Foci in G1 und 63-65 Foci in G2, die innerhalb der untersuchten
Reparaturzeit von maximal 8 h auf etwa 1,3 Foci in G1 und etwa 10 Foci in G2 reduziert
werden (Abb. 5.5B). Auch unbestrahlte Kontrollen weisen nach Aphidicolin-Einwirkzeiten von
bis zu 8 h keine zusatzlichen DSBs gegeniiber unbehandelten Proben auf und zeigen Uber
den gesamten beobachteten Zeitraum 0,1-0,3 Foci in G1 und etwa 2 Foci in G2 (Abb. 5.5B).
Dies zeigt, dass durch die beschriebene Anwendung von Aphidicolin keine zuséatzlichen DSBs

in G1 und G2 induziert werden.

Die durchgefuihrten Kontrollexperimente belegen, dass die yH2AX-Foci-Analyse eine
geeignete Methode zur Charakterisierung der DSB-Reparatur nicht nur in G1, sondern auch in

der G2-Phase des Zellzyklus darstellt.
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5.2. Das Reparaturverhalten von BRCA1- und BRCA2-heterozygoten Zellen
Frauen mit einer erblichen Préadisposition flr Brustkrebs tragen oftmals Mutationen in BRCA1
oder BRCA2 und werden in der Regel routinemaRig ab etwa finf Jahre vor dem frihesten
Brustkrebsfall in der Familie zweimal jahrlich einer mammographischen Untersuchung
unterzogen, um entstandene Tumore mdglichst frihzeitig zu erkennen. lonisierende
Strahlung, wie sie auch bei mammographischen Untersuchungen eingesetzt wird, induziert
DSBs, eine der schwerwiegendsten Lasionen der DNA. Die Tatsache, dass sowohl BRCAl
wie auch BRCA2 an der DNA-Schadensantwort nach dem Auftreten von DSBs beteiligt sind,
wirft die Frage auf, inwieweit die Tragerinnen dieser heterozygoten BRCA-Mutationen
Einschrankungen in der Reparaturkapazitat und damit ein erhdhtes Risiko fur Fehlreparatur
und daraus entstehende Mutationen aufweisen.

Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden priméare humane Fibroblasten mit Mutationen
in BRCA1 bzw. BRCA2 untersucht. Die Mutationen bedingen Trunkationen unterschiedlichen
Ausmales im entstehenden Restprotein. Daneben wurde eine Zelllinie mit homozygoter
Mutation in BRCA2, die zum Verlust von lediglich 4 AS (2830-2833) ohne C-terminale
Trunkation fuhrt, sowie verschiedene Wildtypzellinien (WT) in die Analyse einbezogen
(Abb. 5.6).
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Abbildung 5.6: Mutationsvarianten von BRCA1 und BRCAZ2 in untersuchten primaren humanen
Fibroblasten.

Zur Charakterisierung der Reparaturkapazitat von Zellen mit Mutationen in BRCA1 und BRCA2 wurden
7 Zelllinien mit unterschiedlicher heterozygoter Mutation in BRCA1 (C2899, 2850, 2905, 2846, 2860,
2852, 2887) und 6 Zelllinien mit heterozygoter Mutation in BRCA2 (C2833, 2834, 2902, 2845, 2847,
2851) untersucht. Daneben standen eine Zelllinie mit homozygoter BRCA2-Mutation (HSC62) sowie
drei verschiedene Wildtyp (WT) Zelllinien (C2856, C2906, C2886) zur Verfligung.
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5.2.1. Analyse von konfluenten BRCA1- und BRCA2 heterozygoten Zellen nach
Mammographie-ahnlicher Rontgenstrahlung

In einem Organismus befinden sich die meisten Zellen nach der Spezialisierung auf die
jeweilige Aufgabe in einem teilungsinaktiven Zustand. Unter Zellkulturbedingungen kann
dieser Zustand durch Konfluenz nachempfunden werden. Nach dem Erreichen eines
gewissen Dichtegrades stellen die verwendeten primaren Fibroblasten nach Kontaktinhibition
ihre Teilungsaktivitat ein und befinden sich zu mindestens 95 % in der G1- bzw. G0-Phase
(Kuhne et al. 2004).

Zur Untersuchung der Reparaturkapazitat wurden die primaren humanen Fibroblasten bis zum
Erreichen der Konfluenz kultiviert und mit Mammographie-ahnlicher Rontgenstrahlung (25 kV)
behandelt. Nach Ablauf der Reparaturzeit von maximal 24 h erfolgte die Fixierung der Zellen.
Vorhandene Doppelstrangbriiche wurden durch den immunfluoreszenztechnischen Nachweis

von yH2AX sichtbar gemacht.
Abbildung 5.7: yH2AX-
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Die Analyse der yH2AX-Reparaturkinetiken von Zellen mit heterozygoten Defekten in BRCA1
(Abb. 5.7A) und BRCA2 sowie einer homozygoten BRCA2-Mutante (Abb. 5.7B) lasst keine
Unterschiede des DSB-Reparaturvermégens im Vergleich zu verschiedenen Wildtypzellen

erkennen. Alle untersuchten Zelllinien zeigen einen identischen zeitlichen Verlauf der
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Reparatur. Durch 4 Gy (25 kV) Rontgenbestrahlung werden 62-64 DSBs induziert, von denen
55-80 % innerhalb einer schnellen Reparaturphase von 2-4 h repariert werden. Wahrend der
anschlieRenden langsamen Reparaturphase werden die verbliebenen Briiche beseitigt. Nach
24 h ist mit 1-3 verbliebenen yH2AX-Foci das Hintergrundniveau einer unbestrahlten
Kontrollzelle nahezu erreicht (Abb. 5.7).

Somit wurde gezeigt, dass das Reparaturvermégen von stationaren Zellen durch heterozygote
Mutationen in BRCA1 und BRCAZ2 nicht beeintrachtigt wird. Auch die homozygote BRCA2-
Mutante HSC62 zeigt keinen signifikant anderen Reparaturverlauf als Wildtypzellen. Da fir die
Reparatur von DSBs in der GO/G1 Phase ausschliel3lich der Reparaturweg des NHEJ zur
Verfigung steht (Riballo et al. 2004), ist dieses Ergebnis auch konsistent mit der Annahme,
dass BRCAZ2 keine Funktion im NHEJ hat.

5.2.2. Untersuchung des zellzyklusabhangigen Reparaturverhaltens von
primaren humanen Fibroblasten mit Defekten in BRCA1 und BRCA2

Es konnte gezeigt werden, dass durch Mammographie-ahnliche Rontgenstrahlung (25 kV)
induzierte DSBs mit ahnlicher Kinetik repariert werden wie DNA-Schéden, die durch
hoherenergetische Standard-Roéntgenstrahlung (120 kV) verursacht wurden (Kegel et al.
2007). Zur besseren Vergleichbarkeit mit Daten aus friheren und laufenden Studien wurden
darum die folgenden Untersuchungen zur Charakterisierung der zellzyklusabhangigen
Reparatur mit 90 kV-Rdntgenstrahlung durchgefihrt.

Zur Untersuchung der Reparaturkapazitat von primaren humanen Fibroblasten mit Mutationen
in BRCA1 und BRCAZ2 in verschiedenen Phasen des Zellzyklus wurden ausgewahlte Zelllinien
in einer definierten Zellzahl auf Deckglasern ausgeséat und nach 48 h mit Réntgenstrahlung
behandelt. Nach der Zugabe von Aphidicolin wurden die Zellen zur Reparatur weiter kultiviert
und anschlieRend fixiert. Nach Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX und CENP-F wurde die

Anzahl an yH2AX-Foci in G1 und G2 analysiert.



Ergebnisse 73

X

---0r - - C2886 (WT)
---0--- C2906 (WT)
C2852 (BRCAT+L-)
—0— C2887 (BRCAT+/-)
C2833 (BRCA2+/-)
C2834 (BRCA2+/-)
—+— C2845 (BRCA2+/-)

Foci pro Zelle

——+— C2902 (BRCA2+/-)

Foci pro Zelle

0 2 4 6 8

Reparaturzeit (h)

Abbildung 5.8: yH2AX-Analyse von primaren humanen Fibroblasten mit heterozygoter Mutation in
BRCAL bzw. BRCA2 in der G1- und G2-Phase.

Exponentiell wachsende BRCA1- und BRCA2-Mutanten wurden mit 2 Gy IR bestrahlt, anschlieRend mit
Aphidicolin versetzt und zur Reparatur fur 15 min, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h kultiviert. Nach erfolgter Fixierung
wurden yH2AX und CENP-F immunfluoreszenztechnisch gefarbt. Die Quantifizierung der yH2AX-Foci
erfolgte in G1 (A) und G2 (B). Der 8 h-Reparaturpunkt ist zusatzlich als Balkendiagramm dargestellt.
Die gezeigten Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten aus mindestens drei unabhéngigen
Anséatzen. Die unbestrahlten Kontrollen betragen 0,1-0,3 Foci in G1 und 1,5-3,0 Foci in G2 und wurden
von den gezeigten Werten abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte und
liegen teilweise innerhalb der Symbole.

In Ubereinstimmung mit der Analyse der BRCA1- und BRCA2-Mutanten in konfluenten Zellen
(GO/G1) ist auch in der G1-Phase von exponentiell wachsenden Zellen kein Unterschied im
Reparaturverhalten der verschiedenen Zelllinien im Vergleich zum WT erkennbar (Abb 5.8A).
Der Verlauf der Kinetik ist in allen untersuchten Zelllinien sehr &hnlich. Durch Bestrahlung mit
2 Gy IR werden in der G1-Phase 33-37 DSBs induziert, von denen Uber 50 % innerhalb einer
schnellen Reparaturphase von 2 h beseitigt werden. Die restlichen DNA-Schaden werden in
einer anschlieRenden langsamen Phase innerhalb der beobachteten Reparaturzeit von 8 h bis
auf 1-3 Foci repariert (Abb 5.8A). Dieses Ergebnis zeigt, dass das Reparaturvermdgen der
Zellen in G1 durch eine heterozygote Mutation in BRCA1 und BRCAZ2 nicht beeintrachtigt wird.
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In G2-Zellen treten nach 2 Gy Rontgenstrahlung 62-65 yH2AX-Foci auf. Die Reparatur von IR-
induzierten DSBs zeigt auch in G2 einen biphasischen Verlauf. Innerhalb von 2 h werden etwa
50 % der initialen DNA-Schaden durch die schnelle Komponente repariert. Die langsame
Komponente beseitigt den Rest der DSBs. Nach Ablauf der maximalen Reparaturzeit von 8 h
ist in WT-Zellen ein Restschaden von 9-12 Foci nachweisbar. Die Analyse der heterozygoten
BRCA1-Mutanten C2852 und C2887 zeigt in G2 keine signifikanten Unterschiede zum WT.
Dagegen zeigt sich das Bild in BRCA2-Mutanten sehr heterogen. Obwohl die untersuchten
heterozygoten BRCA2-Mutanten die gleiche Mutation tragen (Abb. 5.6) zeigen sie 8 h nach
Bestrahlung ein unterschiedliches Ausmal an unreparierten Briichen. Wahrend die Mutante
C2833 nahezu auf WT-Niveau repariert, zeigen C2845 und C2902 ein gegeniiber dem WT um
6-9 Foci erhéhtes Mal3 an verbliebenen yH2AX-Foci (Abb. 5.8B).

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass bereits der Verlust eines Allels von
BRCA2 zu einer Beeintrachtigung des Reparaturvermégens in der G2-Phase fiihren kann,
wahrend der Verlust eines Allels von BRCA1 ohne negative Auswirkungen bleibt. Jedoch
besteht kein direkter Zusammenhang zwischen einer spezifischen BRCA2-Mutation und der
Einschrankung des Reparaturvermoégens, da die gleiche BRCA2-Mutation in verschiedenen
Zellen zu unterschiedlich ausgepragten reparaturdefizienten Phénotypen fuhrt. In der G1-
Phase des Zellzyklus und in ruhenden Zellen bleiben heterozygote Mutationen in BRCA1 und
BRCAZ2 ohne Auswirkung.
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5.3. DSB-Reparatur in primaren humanen Fibroblasten mit homozygoter
Mutation in BRCA2 im Vergleich zu ATM- bzw. Artemis-defizienten Zellen

5.3.1. Analyse des Reparaturverhaltens mit Hilfe der yH2AX-Immunfluoreszenz

BRCAZ2 ist als wichtiger Faktor der Homologen Rekombination beschrieben (Valerie & Povirk
2003). Wie in Kapitel 5.2 gezeigt werden konnte, kann bereits der Ausfall eines Allels
Auswirkungen auf die Reparatur von strahleninduzierten DSBs haben. Um das Ausmald des
Reparaturdefekts in den heterozygoten Mutanten einordnen zu kénnen, wurde im Folgenden
der Einfluss einer homozygoten Mutation von BRCA2 auf das Reparaturvermdgen von
primaren Fibroblasten nach Applikation von IR untersucht. Da die homozygote BRCAZ2-
Mutante keine reparaturspezifische Funktion mehr erfillt (Arnold et al. 2006), kann anhand der
Reparaturstudien in diesen Zellen der Anteil der HR an der Gesamt-DSB-Reparatur analysiert
werden. Fibroblasten mit Funktionsverlust von ATM und Artemis wurden zusatzlich mitgefuhrt,
um den Reparaturdefekt dieser Zellen in Relation zum Defekt einer HR-Mutante setzen zu
kénnen. Exponentiell wachsende primare humane Fibroblasten mit Defekten in BRCA2
(HSC62), Artemis (CJ179, F01-240), ATM (AT1BR) sowie verschiedene WT-Fibroblasten
(C2906, C2886) wurden nach der Bestrahlung mittels yH2AX-Foci-Analyse in G1 und G2
analysiert. Die Erkennung der  Zellzyklusphasen wurde durch parallele

Immunfluoreszenzfarbung von CENP-F ermdglicht.
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Abbildung 5.9: yH2AX-Foci-
Analyse von Fibroblasten mit
Defekten in BRCA2, ATM
und Artemis nach IR.
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In der G1-Phase induziert die Behandlung mit 2 Gy IR in allen untersuchten Zelllinien
34-36 DSBs, die mit fortschreitender Reparaturzeit wieder verschwinden. Die Reparaturkinetik
der BRCA2-Mutante HSC62 unterscheidet sich in G1 nicht vom WT. Beide zeigen den
charakteristischen biphasischen Verlauf. Die schnelle Komponente beseitigt innerhalb der
ersten 2 h bereits Uber 50 % der induzierten DNA-Schaden, die langsame Komponente setzt
die Reparatur bis zu einem Schadenslevel von etwa 3 Foci bei 8 h fort (Abb. 5.9A). Dagegen
zeigen ATM- und Artemis-defiziente Zellen den bereits beschriebenen Defekt in der
langsamen Komponente der Reparatur (Riballo et al. 2004, Deckbar et al. 2006). Bis etwa 2 h
unterscheiden sich ATM- und Artemis-defiziente Zellen nicht wesentlich vom WT, die schnelle
Komponente der Reparatur wird nicht beeinfluBt. Ab etwa 2 h manifestiert sich ein
zunehmender Reparaturdefekt, der bei 8 h etwa 20 % der Briche unrepariert belasst
(Abb. 5.9A).

In G2 treten nach Bestrahlung mit 2 Gy IR 63-66 yH2AX-Foci auf. Bis 2 h nach Bestrahlung
reparieren WT-Zellen Uber 50 % des induzierten Schadens Uber die schnelle Komponente, die
restlichen DSBs werden innerhalb der folgenden 6 h bis auf einen verbleibenden Restschaden

von 9-11 Foci langsam beseitigt (Abb. 5.9B). Im Vergleich dazu zeigt die Reparaturkinetik von
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BRCA2-defizienten Zellen in G2 einen anderen Verlauf. Bis 2 h ist kein Unterschied zur WT-
Reparaturkinetik erkennbar, jedoch verbleibt ab etwa 2 h eine zunehmende Anzahl an DSBs
unrepariert, die bei 8h etwa 15-20% der initial vorhandenen Briiche ausmachen.
Uberraschenderweise zeigen sowohl der Verlauf der Reparaturkinetik wie auch das AusmaR
des Reparaturdefektes sehr groRe Ahnlichkeit mit ATM- und Artemis-defizienten Zellen
(Abb. 5.9B).

In G2 unterscheiden sich die Kinetiken von BRCA2-defizienten HSC62 und WT-Zellen. Somit
konnte eine Beteiligung der HR an der Reparatur von strahleninduzierten Briichen
nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass die Kinetiken von BRCA2-, ATM- und Artemis-
defizienten Zellen einen sehr ahnlichen Verlauf zeigen und zu einem Reparaturdefekt von
identischem Ausmal fuhren, ist sehr Gberraschend. Dieses Ergebnis deutet mdglicherweise
darauf hin, dass ATM und Artemis zusammen mit BRCA2 in einem gemeinsamen
Reparaturweg arbeiten. Die gezeigten Ergebnisse bringen beide Proteine in der G2-Phase mit
dem Reparaturweg der HR in Verbindung. Zur Verifizierung dieses sehr lberraschenden

Ergebnisses wurden im Folgenden Epistasisanalysen durchgefihrt.

5.3.2. Epistasisanalyse mit Hilfe der yH2AX-Immunfluoreszenz

Eine Moglichkeit zur mechanistischen Charakterisierung eines Reparaturweges sind
Epistasisanalysen. Diese helfen bei der Zuordnung von Reparaturfaktoren zu einem
gemeinsamen oder zu getrennten Reparaturwegen. Dazu wird der Einfluss der
zuzuordnenden Proteine auf das Reparaturvermdgen einer Zelle alleine und in Kombination
untersucht. Arbeiten zwei Enzyme an einem gemeinsamen Weg und fuhrt das Fehlen jedes
Einzelnen zur Entstehung eines Reparaturdefektes, so sollte sich dieser Defekt beim
Ausschalten beider Faktoren nicht vergrofRern, da der gemeinsame Weg bereits durch das
Fehlen eines Proteins nicht mehr funktionsfahig ist. In diesem Fall sind beide Proteine
epistatisch. Arbeiten die zu charakterisierenden Proteine jedoch in getrennten
Reparaturwegen, so wird durch das kombinierte Ausschalten beider Proteine der
Reparaturdefekt vergroRRert, da sich die Defekte aus zwei ausgeschalteten Reparaturwegen
aufaddieren (Abb. 5.10). Zum gezielten Ausschalten von Proteinen bietet sich die Verwendung
von hochspezifischen chemischen Inhibitoren an, auRerdem kénnen Proteine mit Hilfe von

spezifischer siRNA sehr effizient herunterreguliert werden.
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Abbildung 5.10: Schematische Darstellung des Prinzips der Epistasisanalyse.

Untersucht werden soll, ob Protein 1 und Protein 2 an einem gemeinsamen Reparaturweg beteiligt
sind. Defekte in Protein 1 filhren ebenso wie Defekte in Protein 2 zum Auftreten eines
Reparaturdefektes mit &hnlicher Kinetik und identischem Ausmal3. Durch das kombinierte Ausschalten
von Protein 1 und Protein 2 l&asst sich eine Aussage Uber das Zusammenspiel beider Proteine treffen.
Wirken beide in einem gemeinsamen Reparaturweg, so &ndert sich die Kinetik im Vergleich zum
Defekt in nur einem der beiden Proteine nicht. Protein A und Protein B sind epistatisch. Wirken sie
dagegen in getrennten Wegen, so addiert sich der Defekt, der durch das Ausschalten von Protein 1
verursacht wird, auf den Defekt, der durch das fehlende Protein 2 entsteht.

Zur Uberprifung der Hypothese, dass BRCA2, ATM und Artemis an einem gemeinsamen
Reparaturweg beteiligt sind, wurde eine Epistasisanalyse durchgefiihrt, bei der vor BRCA2-
bzw. Artemis-defizientem Hintergrund zusatzlich mit Hilfe eines hochspezifischen
Inhibitormolekiils ATM ausgeschaltet wurde.

Exponentiell wachsende primare Fibroblasten mit Defekten in BRCA2, ATM und Artemis
sowie verschiedene WT-Zellen wurden vor der Bestrahlung mit dem hochspezifischen ATM-
Inhibitor KU55933 (ATMi) bzw. mit DMSO versetzt und nach Ablauf der jeweiligen
Reparaturzeit fixiert. Die yYH2AX-Analyse erfolgte in G1 und G2.
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Abbildung 5.11: Epistasisanalyse von ATM-, Artemis- und BRCA2-Mutanten.

Exponentiell wachsende primare humane Fibroblasten mit Defekten in BRCA2 (HSC62), ATM
(AT1BR), Artemis (CJ179, F01-240) sowie WT-Zellen (C2906, C2886) wurden 1 h vor Bestrahlung mit
dem hochspezifischen ATM-Inhibitor Ku55933 (ATMi) bzw. mit DMSO behandelt und mit 2 Gy IR
bestrahlt. Nach Ablauf der jeweiligen Reparaturzeit (15 min, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h) wurden die Zellen fixiert.
Unbestrahlte Kontrollen wurden ebenfalls mit ATMi bzw. DMSO behandelt und gemeinsam mit dem
2 h-Reparaturpunkt fixiert. Die Immunfluoreszenzfarbung wurde mit Antikdérpern gegen yH2AX und
CENP-F duchgefiuhrt. Die Auswertung erfolgte in G1 (A) und G2 (B). Das Balkendiagramm zeigt den
8 h Reparaturpunkt der mit ATMi-behandelten Zellen. Die Datenpunkte zeigen den Mittelwert aus
mindestens drei unabhangigen Experimenten. Hintergrundwerte aus unbestrahlten Kontrollen (0,2-0,5
Foci in G1, 1,5-4,0 Foci in G2) wurden jeweils abgezogen. Fehlerbalken entsprechen dem
Standardfehler der Mittelwerte und werden teilweise von den Symbolen verdeckt. Die gestrichelt
dargestellten Kinetiken ohne Inhibitorbehandlung wurden bereits in Abb. 5.9 gezeigt.

Durch Applikation von 2 Gy IR in G1 wird in allen untersuchten Zelllinien ein DNA-Schaden
von 34-36 DSBs induziert, der auch durch Behandlung mit ATMi nicht vergrof3ert wird. Die
Behandlung von ATM-defizienten Zellen mit ATMi hat keinen Einfluss auf den Verlauf der
Reparaturkinetik, was die Spezifitat des Inhibitormolekuls demonstriert. Erwartungsgeman
zeigen ATMi-behandelte Zellen mit Defekt in Artemis ebenfalls keine Veranderung im Verlauf
der Kinetik oder im Ausmafl} des Reparaturdefekts. Wahrend unbehandelte WT-Zellen nach
8 h einen Restschaden von 3-4 yH2AX-Foci aufweisen, fuhrt die Inhibierung von ATM durch

Behandlung mit ATMi in WT-Fibroblasten zur Imitation des ATM-Defekts. Die resultierende
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Reparaturkinetik verlauft wie in ATM-defizienten AT1BR und fuhrt durch einen Defekt in der
langsamen Reparaturkomponente zum Verbleiben von zuséatzlich 8-9 DSBs, was einem
Reparaturdefekt von etwa 15 % entspricht. Gleiches gilt fir die BRCA2-Mutante HSC62, die
nach 8 h ebenfalls einen Reparaturdefekt von etwa 15 % aufweist (Abb. 5.11A). Dieses
Ergebnis bedeutet, dass ATM und Artemis nicht nur in GO/G1 epistatisch sind (Riballo et al.
2004), sondern dass dies auch in der G1-Phase proliferierender Zellen der Fall ist.

In G2 werden die nach 2 Gy IR auftretenden 62-65 yH2AX-Foci in unbehandelten WT-
Fibroblasten durch die schnelle und langsame Reparaturkomponente bis auf etwa 10 DSBs
nach 8 h repariert. Die ATMi-Behandlung von ATM-defizienten AT1BR hat in G2 keinen
Einfluss auf den Verlauf der Reparaturkinetik und ist somit ein Beleg fur die Spezifitdt des
Inhibitors auch in G2. In ATMi-behandelten WT-Zellen tritt ein Reparaturdefekt von 15 % auf,
was dem ATM-Defekt in G2-Zellen entspricht. Das Ausschalten von ATM in Artemis-
defizienten Zellen fuhrt auch in G2 zu keiner Verdnderung der Kinetik gegentber der
unbehandelten Mutante. Der Reparaturdefekt von etwa 15 % bleibt konstant, sodass fur ATM
und Artemis auch in G2 Epistasis nachgewiesen werden konnte (Abb. 5.11B). Beide Proteine
sind sowohl in der G1- als auch in der G2-Phase an einem gemeinsamen Reparaturweg
beteiligt. Interessanterweise wird durch die Behandlung von BRCA2-defizienten HSC62 mit
ATMi der vorhandene Reparaturdefekt von 15 % ebenfalls nicht vergrof3ert (Abb. 5.11B). Es
liegt somit keine Additivitat vor. Aus diesen Ergebnissen kann der tberraschende Schluss
gezogen werden, dass BRCA2 tatsachlich zusammen mit ATM und Artemis an einem
gemeinsamen Reparaturweg arbeitet. Die Analysen bringen die bisher dem NHEJ
zugeordneten Reparaturfaktoren ATM und Artemis in Zusammenhang mit dem Reparaturweg
der HR.

5.3.3. Untersuchung der Reparaturkapazitat durch Pulsfeldgelelektrophorese
(PFGE)

Da die yH2AX-Analyse auf den Nachweis von modifizierten Proteinen an der Bruchstelle
beschréankt ist, war es wiinschenswert, unabhangige Methoden einzusetzen, die die direkte
Messung von DSBs erlauben. Eine klassische Methode zur Untersuchung der DSB-Reparatur
ist die Pulsfeldgelelektrophorese (PFGE). Diese beruht auf dem direkten physikalischen
Nachweis von durch DSBs entstandenen DNA-Fragmenten (vergleiche Kapitel 3.6.2).
Allerdings ist keine Unterscheidung von Zellzyklusphasen mdglich, sodass diese Methode
v. a. bei kontaktinhibierten Zellen in GO/G1 eingesetzt wird. Die Modifikation des klassischen
Protokolls ermdéglicht die Untersuchung der G2-spezifischen DSB-Reparatur. Mit Hilfe dieser
Methode konnte der Reparaturdefekt von ATM- bzw. Artemis-defizienten Zellen in der G2-

Phase gezeigt werden (Deckbar et al. 2007). Dieser Ansatz wurde zur Untersuchung der
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Reparaturkapazitat von BRCAZ2-defizienten Zellen im Vergleich zu Artemis-Mutanten in der
G2-Phase eingesetzt.

Um sicherzustellen, dass mit dieser Methode spezifisch G2-Zellen untersucht werden, wurde
die Progression der BrdU-markierten Zellpopulation in den unterschiedlichen Zelllinien
Uberprift. Exponentiell wachsende WT-Zellen (C2886) sowie BRCA2- (HSC62) und Artemis-
(CJ179) defiziente Zellen wurden nach BrdU-Markierung in der G2-Phase bestrahlt und nach
Ablauf der jeweiligen Reparaturzeit geerntet. Die durchflusszytometrische Analyse der
geernteten Proben erlaubte eine Aussage dariiber, inwieweit die markierte Population nach
Ablauf der jeweiligen Reparaturzeit in G2 arretiert war. Dazu wurden die Proben mit BrdU-
spezifischem Antikérper sowie dem DNA-interkalierenden Farbstoff Propidiumiodid (PI)
gefarbt und im FACS vermessen. AnschlieBend wurde der mittels unspezifischer PI-Farbung
ermittelte DNA-Gehalt in einem Dotplot gegen die Intensitat des spezifischen BrdU-Signals
aufgetragen. Der Anteil BrdU-positiver G2-Zellen zur gesamten BrdU-Population wurde jeweils

errechnet und im Diagramm angegeben (Abb. 5.12).
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Abbildung 5.12: Reprasentative durchflusszytometrische Analyse von primaren humanen
Fibroblasten.

Exponentiell wachsende Fibroblasten mit Defekten in BRCA2 (HSC62) und Artemis (CJ179) sowie WT
(C2886) wurden 1 h mit BrdU pulsmarkiert und 4 h kultiviert. Nach Bestrahlung mit 80 Gy IR wurde
eine Reparaturzeit von 24 h, 48 h, 72 h gewahrt und anschlieend fixiert. Kontrollen wurden zum
Zeitpunkt der Bestrahlung sowie 24 h nach einer simulierten Bestrahlung geerntet. Nach BrdU- und PI-
Farbung wurden die Proben im FACS vermessen. Der mit Hilfe der unspezifischen PI-Farbung
quantifizierte DNA-Gehalt (X-Achse, linear, dimensionslos) wurde in einem Dofplot gegen das
spezifische BrdU-Signal (Y-Achse, logarithmisch, dimensionslos) aufgetragen. Die BrdU-markierte
Population ist durch das erhéhte BrdU-Signal deutlich zu erkennen. Zur Beurteilung der Arretierung der
Zellen in G2 wurde jeweils der Anteil BrdU-positiver G2-Zellen (Rechtecke) an der BrdU-
Gesamtpopulation bestimmt und im Diagramm als Prozentangabe dargestellt.

BrdU-Einbau

Die durchflusszytometrische Analyse der BrdU-markierten Population zeigt, dass 4 h nach der
BrdU-Pulsmarkierung ca. 81 % (CJ179) bis 88,4 % (C2886) der markierten Zellen nach G2

progressiert sind. Damit kann der Uberwiegende Teil der markierten Zellen zu diesem
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Zeitpunkt in G2 bestrahlt werden. In unbestrahlten Kontrollzellen befinden sich zum 24 h-
Punkt nur noch 16,3 % (HSC62) bis 24,1 % (C2886) dieser Population in G2. Dagegen ist
nach der Bestrahlung mit 80 Gy IR bis 72 h nach Bestrahlung keine wesentliche Veranderung
in der Verteilung der markierten Population festzustellen (Abb.5.12). Durch das hohe
Schadensniveau werden Checkpoints aktiviert und die Zellen werden in der G2-Phase
festgehalten. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Methode geeignet und dass die applizierte
Bestrahlungsdosis von 80 Gy IR ausreichend ist, um eine G2-spezifische Analyse des
Reparaturverhaltens durchzufiihren.

Zur Analyse der DSB-Reparatur mittels PFGE wurden die Zellen anstelle von BrdU mit
radioaktivem [methyl *H] Thymidin pulsmarkiert. Die Zellen wurden in G2 bestrahlt und zur
Reparatur inkubiert. Die Induktionsproben wurden direkt im Anschluf3 an die Bestrahlung auf
Eis geerntet, um samtliche Reparaturvorgange zu unterbinden. Nach der Ernte der Zellen
wurden diese in Gelbléckchen eingegossen und der elektrophoretischen Auftrennung tber
PFGE unterzogen. Das Pulsfeldgel wurde fotographiert (Abb. 5.13A), anschlieRend wurde die
jeweilige Laufspur in etwa gleichgrol3e Blockchen geschnitten. Diese wurden gel6ést und der
Anteil enthaltener Radioaktivitat wurde im Scintillationszahler ermittelt. Das Verhéltnis der ins

Gel gelaufenen DNA im Vergleich zur Gesamt-DNA diente zur Ermittlung des FAR-Wertes.

C2886 (WT) HSC62 (BRCA2) CJ179 (Art)
K Ind 24h 48h 72h K Ind 24h 48h 72h K Ind 24h 48h 72h

B G2 W C2886 (WT)
0207 10Gy 80GyIR B HSC62 (BRCA2)
BmCJ179 (Ar)

Oh 24h 48h 72h
Reparaturzeit

Abbildung 5.13: G2-spezifische PFGE von WT, BRCA2- und Artemis-defizienten Fibroblasten.
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(A) Reprasentatives Gelbild der PFGE von primaren humanen Fibroblasten. Exponentiell wachsende
BRCA2-defiziente HSC62, Artemis-defiziente CJ179 sowie WT-Zellen wurden 1h mit
[methyl ®H] Thymidin pulsmarkiert, 4 h kultiviert und anschlieBend mit 80 Gy IR bestrahlt. Nach Ablauf
der Reparaturzeit (24 h, 48 h, 72 h) wurden die Proben geerntet. Zuséatzlich wurden Induktionsproben
mit 10 Gy IR bestrahlt und unmittelbar im Anschluss geerntet. Unbestrahlte Kontrollen wurden zum
Zeitpunkt der Bestrahlung der Parallelproben fixiert. Nach Auftrennung der DNA wurde diese durch
Ethiumbromid-Behandlung gefarbt und unter UV-Licht fotographiert.

(B) FAR-Analyse der G2-spezifischen Reparatur. Das Agarosegel wurde im Bereich der jeweiligen
Laufspur in etwa gleichgroRe Stiicke geschnitten, lysiert und der Anteil inkorporierten
[methyl ®H] Thymidins durch Vermessung im Scintillationszahler quantifiziert. Zur Bildung des
jeweiligen FAR (Fraction of activity released)-Wertes wurde der Anteil der ins Gel gewanderten
Radioaktivitat in Relation zur in den Taschen vorhandenen Radioaktivitat gesetzt. Die Datenpunkte
stellen den Mittelwert aus mindestens drei unabhangigen Experimenten dar. Die Kontrollwerte (0,07-
0,1) wurden jeweils abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte. Die
statistische Analyse der Ergebnisse nach 48 h Reparatur bestétigt, dass HSC62 bzw. CJ179
signifikant mehr DSBs aufweisen als WT-Zellen (Student’s t-test, p< 0,5).

Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Reparatur-, Induktions- und Kontrollproben der
zu untersuchenden Zelllinien C2886, HSC62 und CJ179 spiegelt das Gelbild in etwa die
Verhaltnissen einer G1-Population wider, da primare humane Fibroblasten einen G2-Anteil
von nur 20-30 % der Zellen aufweisen (vergleiche Abb. 5.12). Die unbestrahlten Kontrollen
weisen einen geringen Anteil ins Gel gelaufener DNA auf. Dies schliel3t eine starke
Schadigung der DNA wahrend der Probenaufbereitung aus. Bestrahlung mit 10 Gy IR fihrt bei
allen untersuchten Zelllinien zur Ausbildung eines deutlichen DNA-Schmiers durch ins Gel
gewanderte DNA-Fragmente, was das Vorhandensein von DSBs widerspiegelt. Wahrend bei
WT-Zellen durch die fortschreitende Reparatur die DNA-Fragmente deutlich reduziert werden,
zeigen die Artemis-defizienten CJ179 aufgrund des Reparaturdefektes auch 72 h nach
Bestrahlung noch einen deutlichen DNA-Schmier. In BRCA2-defizienten HSC62 sind nach
72 h ebenfalls kaum DNA-Fragmente ins Gel gewandert. Die DSBs konnten repariert werden,
was mit der in G1 vorhandenen Reparaturprofizienz erklart werden kann (Abb. 5.13A).

Um die G2-spezifische Reparatur zu analysieren, musste der Anteil ins Gel gewanderter
Radioaktivitdt untersucht werden. Zur Ermittlung des FAR-Wertes wurde die ins Gel
gewanderte Radioaktivitat in Relation zu der in der Tasche gemessenen Radioaktivitét
gesetzt, die nahezu die Gesamt-Aktivitat der Probe widerspiegelt. Das Ergebnis ist in
Abb. 5.13B dargestellt. Die mit 10 Gy IR bestrahlten Induktionsproben zeigen, dass durch die
Bestrahlung in allen untersuchten Zelllinien eine &hnliche Schadensanzahl induziert wird. 24 h
nach einer applizierten Dosis von 80 Gy IR liegt in allen Zelllinien ein sehr &hnliches
Schadensniveau vor (Abb. 5.13B). Erst ab 48 h nach der Bestrahlung werden Unterschiede
zwischen den Zelllinien erkennbar. Wéhrend der WT durch fortwéahrende Reparatur ein
deutlich reduziertes Schadensniveau erreicht, weisen sowohl die Artemis defizienten CJ179
als auch die BRCA2-Mutante HSC62 ein signifikant hdheres Maf an unreparierten Schaden
auf (Abb. 5.13B). Dieser Effekt verdeutlicht sich bei CJ179 weiter, auch 72 h nach der
Bestrahlung erfolgt kaum Reparatur, wahrend der WT bereits Kontrollniveau erreicht hat. Das

vorhandene Schadensniveau bei 48 h und 72 h kann in etwa mit dem Induktionswert
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verglichen werden. In der Annahme, dass die achtfache Dosis (80 Gy) den achtfachen
Schaden einer 10 Gy-Induktion verursacht, ergibt sich aus der Reparatur der Artemis-
defizienten Zelllinie auf 1/8 des induzierten Schadens somit ein Reparaturdefekt von etwa
12,5 %. Bei 48 h gilt dies auch fur die BRCA2-defizienten HSC62, jedoch wird die Reparatur
fortgesetzt und erreicht 72 h nach Bestrahlung nahezu Hintergrundniveau (Abb. 5.13B). Diese
gute Reparatur nach langen Zeiten kann durch die Restfunktion von BRCA2 erklart werden,
die durch die hypomorphe Mutation von BRCAZ2 in dieser Zelllinie noch vorhanden ist (Howlett
et al. 2002). Zzusammenfassend kann gesagt werden, dass die G2-spezifische PFGE den
bereits durch yH2AX-Analyse gezeigten Reparaturdefekt von BRCA2- und Artemis-defizienten
Zellen bestétigt. Allerdings sind die gewonnenen Daten nicht sehr stabil und der
Reparaturdefekt der HR-Mutante ist auch nur in einem schmalen Zeitfenster nachweisbar. Aus
diesem Grund wurden Chromosomenanalysen als weitere Methode zur Untersuchung der

DSB-Reparatur eingesetzt.

5.3.4. Untersuchung der DSB-Reparatur mit Hilfe der PCC-Analyse

Eine weitere Methode, die das direkte Sichtbarmachen von strahlungsinduzierten DSBs
ermoglicht, ist die vorzeitigen Chromosomenkondensation (PCC). Die Kondensation des
Chromatins wird durch Chemikalienbehandlung bereits in G2 ausgeldst. Chromosomen-
schaden, die als Folge von unreparierten DSBs auftreten, kdnnen direkt quantifiziert werden.

Exponentiell wachsende primére humane Fibroblasten mit Defekten in BRCA2 und Artemis
sowie die WT-Zelllinie HSF1 wurden vor der Bestrahlung mit ATMi bzw. DMSO behandelt.
30 min vor Ablauf der Reparaturzeit wurde die vorzeitige Kondensation der Chromosomen
durch Zugabe des Phosphataseinhibitors Calyculin A eingeleitet. Nach dem Auftropfen der
Proben auf Objekttrager und der anschliel3enden Giemsa-Farbung wurden diese mit Hilfe der
Software Metafer (Metasystems) abgesucht. Unter Zuhilfenahme der Relokierungsfunktion
konnten aussagekraftige Chromosomenspreitungen wieder angefahren, fotographiert und
ausgewertet werden. Bei der Auswertung erfolgte zunachst die Quantifizierung der
vorhandenen Chromosomen um sicherzustellen, dass nur vollstandige Metaphasen in die
Auswertung einflieBen. Anschlielend wurden alle Chromosomen auf mdgliche Schaden wie
Chromatidbrtiche und Chromosomenbriiche untersucht. Bei Chromatidbrtichen liegt ein Bruch
in einer Chromatide des 2-Chromatid-Chromosoms vor, wahrend bei Chromosomenbriichen
beide Chromatiden beschadigt sind, sodass es zur Entstehung von Chromosomenfragmenten
kommt. Abb. 5.14 zeigt reprasentative Aufnahmen von Chromosomenspreitungen der
untersuchten Zelllinien in unbestrahlten Kontrollen sowie 6 h nach Bestrahlung mit 1 Gy IR.
Die Anzahl der gezahlten Chromosomen sowie die identifizierten Chromosomenschaden sind

jeweils angegeben bzw. durch Pfeile markiert.
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Abbildung 5.14: Repéasentative Aufnahmen von Chromosomenspreitungen nach PCC.
Exponentiell wachsende WT (HSF1), BRCA2- (HSC62) und Artemis- (CJ179) defiziente priméare
humane Fibroblasten wurden mit 1 Gy IR bestrahlt und zur Reparatur 1 h, 4 h, 6 h kultiviert. 30 min vor
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Ablauf der Reparaturzeit wurde die vorzeitige Chromosomenkondensation mit Calyculin A eingeleitet.
Unbehandelte Kontrollen wurden mit der 1 h-Probe geerntet. Die Proben wurden auf Objekttrager
aufgetropft, mit Giemsa gefarbt und bei 630facher VergroRerung fotographiert. Nach Quantifizierung
der vorhandenen Chromosomen wurden diese auf das Vorhandensein von Chromatid- und
Chromosomenbrichen untersucht. Das Ergebnis ist jeweils rechts wunten angegeben.
(Chr = Chromosomen, Br = Briiche)

Zur statistischen Analyse des Reparaturverhaltens der untersuchten Zelllinien nach IR wurden
pro Experiment bei unbestrahlten Kontrollen etwa 80-100, bei bestrahlten Proben mindestens
60 Spreitungen ausgewertet.

Abbildung 5.15: PCC-Analyse von primaren
humanen Fibroblasten nach IR.

G2 WHSF1 (WT) WT-Fibroblasten sowie BRCA2- (HSC62)
1Gy IR BHSC62 (BRCA2) und Artemis- (CJ179) defiziente Zellen
WCJ179 (Art) wurden mit 1 Gy IR bestrahlt und zur
Reparatur fur 1h, 4h und 6 h Kkultiviert.
Zudem wurden Zellen 1h vor der
Bestrahlung mit ATMi versetzt und identisch
behandelt. Unbestrahlte Kontrollen wurden
mit dem 1 h-Punkt geerntet. Pro Experiment
wurden 60-70 Chromosomenspreitungen je
Probe ausgewertet, bei unbestrahlten
Kontrollen 80-100. Die Datenpunkte zeigen
den Mittelwert aus mindestens zwei
) unabhéangigen Experimenten. Die
- + - + - + ATMi Kontrollwerte (0,2 - 0,4 Briiche) wurden von
1h 4h 6h den Werten der bestrahlten Proben
abgezogen. Fehlerbalken stellen den

Standardfehler der Einzelergebnisse dar.

-~ 0
I R |

Chromosomenbriiche
pro Zelle

O = N W A O0d

Reparaturzeit

Durch Bestrahlung mit 1 Gy IR werden in allen Zelllinien unabhé&ngig von der ATMi-
Behandlung etwa 7-8 Chromosomenbriiche induziert. Diese werden in unbehandelten WT-
Zellen innerhalb der Reparaturzeit bis auf etwa 2 Briiche pro Metaphase reduziert. Bei
BRCA2-defizienten HSC62 und Artemis-defizienten CJ179 lassen sich nach kurzen Zeiten
keine grof3en Unterschiede zu WT-Zellen erkennen, jedoch zeigen HSC62 und CJ179 nach
4 h und 6 h im Vergleich zum WT einen deutlichen Reparaturdefekt, der in beiden Zelllinien
zum Verbleiben von etwa 25 % der induzierten Chromosomenbrtiiche fihrt (Abb. 5.15).

Durch die Behandlung von WT-Zellen mit ATMi wird deren Reparaturkapazitat vermindert.
Nach 6 h sind gegenlber dem unbehandelten WT 2 zusatzliche Chromosomenbriiche
vorhanden. Der Reparaturdefekt von etwa 25 % gleicht jenem von HSC62 und CJ179.
Dagegen hat die ATMi-Behandlung von Artemis- und BRCAZ2-defizienten Zellen keinen
Einfluss auf den Reparaturdefekt, was die bereits in der yH2AX-Analyse gezeigte Epistasis
zwischen den Faktoren BRCA2, ATM und Artemis bestétigt (Abb. 5.15).

Die PFGE- und PCC-Analyse bestétigen das Ergebnis der yH2AX-Analyse und belegen einen
Reparaturdefekt von BRCA2-defizienten primaren humanen Fibroblasten in der G2-Phase des
Zellzyklus, der sowohl im Verlauf der Kinetik wie auch im Ausmaf} des resultierenden

Reparaturdefekts groRBe Ahnlichkeit zu ATM- und Artemis-defizienten Zellen aufweist. Die
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Chromosomenanalyse konnte zudem die Epistasis zwischen BRCA2, ATM und Artemis in G2
bekraftigen. Somit konnte gezeigt werden, dass BRCA2, ATM und Artemis bei der Reparatur
strahleninduzierter DSBs in G2 an einem gemeinsamen Reparaturweg beteiligt sind. Dies ist
ein sehr Gberraschender Befund, der die Faktoren ATM und Artemis in G1 und GO/G1 einem
Unterweg des NHEJ zuordnet, in der G2-Phase aber in Zusammenhang mit dem

Reparaturweg der HR bringt.
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5.4. Charakterisierung der Funktion von Artemis bei der Reparatur
strahleninduzierter DNA-Schaden

5.4.1. Untersuchungen zur DNA-PK-Abhangigkeit der Artemis-abhéangigen
Reparatur

Die bisher gezeigten Ergebnisse konnten fur die Reparatur von strahleninduzierten DSBs in
der G2-Phase einen Zusammenhang zwischen dem klassischen HR-Faktor BRCA2 und der
ATM/Artemis-abhéngigen Reparatur aufdecken. In GO/G1 lasst sich eine Abhéangigkeit der
ATM/Artemis-abhéngigen Reparatur von der core-NHEJ-Komponente DNA-PK nachweisen
(Riballo et al. 2004, Goodarzi et al. 2006). Demnach gilt der ATM/Artemis-abhangige Weg in
GO0/G1 als Unterweg des NHEJ. Um eine Beteiligung von ATM und Artemis an den beiden
Reparaturwegen NHEJ und HR in G2 zu definieren, wurde die Abhangigkeit von funktionaler
DNA-PK mit Hilfe eines spezifischen Inhibitormolekiils der katalytischen Untereinheit der DNA-
PK (DNA-PK.s), das die Enzymaktivitdt des gesamten Komplexes unterbindet, untersucht.
Exponentiell wachsende primdre humane Fibroblasten mit Mutationen in BRCA2 und Artemis
sowie WT-Zellen wurden vor der Bestrahlung mit dem hochspezifischen Inhibitor NU7026
(DNA-PKi) bzw. mit DMSO behandelt. Die Untersuchung von ATM-defizienten Zellen war
nicht moglich, da nach dem Ausschalten von DNA-PK keine Phosphorylierung von H2AX
mehr erfolgt (vergleiche Abb. 5.3). Die yH2AX-Analyse erfolgte in G1 und G2.
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Abbildung 5.16: yH2AX-Analyse der Abhangigkeit von funktionaler DNA-PK bei der Reparatur
strahleninduzierter Schaden.

Primare humane Fibroblasten mit Mutationen in BRCA2, Artemis sowie verschiedene WT-Zellen
wurden 1 h vor Bestrahlung mit dem spezifischen DNA-PK-Inhibitor NU7026 (DNA-PKi) versetzt.
Nach der Bestrahlung mit 2 Gy IR wurden die Zellen zur Reparatur fir 15min, 2h, 4h, 6 h, 8h
kultiviert und anschlieRend fixiert. Es folgte der Immunfluoreszenz-Nachweis von yH2AX und CENP-F.
Die Quantifizierung der yH2AX-Foci erfolgte in G1 (A) und G2 (B). Die dargestellten Datenpunkte
entsprechen den Mittelwerten aus mindestens drei unabhangigen Experimenten. Die Hintergrundwerte
wurden in unbestrahlten Kontrollen ermittelt (0,4-0,7 Foci in G1, 2,5-4,0 Foci in G2) und abgezogen.
Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte und werden teilweise von den Symbolen
Uberdeckt.

Durch Behandlung mit DNA-PKi lasst sich in G1 und G2 in allen untersuchten Zelllinien ein
deutlicher Reparaturdefekt induzieren, der den Defekt von ATM- und Artemis-defizienten
Zellen Ubertrifft (Abb. 5.16). Ein Vergleich der Induktionswerte zeigt, dass durch Behandlung
mit DNA-PKi vor der Bestrahlung keine zusatzlichen DSBs entstehen. Alle untersuchten
Zelllinien mit bzw. ohne DNA-PKi-Behandlung zeigen in G1 35-37 und in G2 64-65 yH2AX-
Foci. Bereits 2 h nach Bestrahlung offenbart sich in beiden Zellzyklus-Phasen ein deutlicher
Unterschied zwischen DNA-PKi-behandelten und unbehandelten Zellen. Dabei fiihrt die DNA-
PKi-Behandlung zu einer Verzégerung in der schnellen Reparaturkomponente. Dieser Defekt

der schnellen Komponente nach DNA-PKi-Behandlung lasst vermuten, dass insbesondere
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das DNA-PK-abhéngige NHEJ fiir die schnelle Phase der Reparatur strahleninduzierter DSBs
zustandig ist. Auch 8 h nach Bestrahlung verbleiben nahezu 50 % der Briche unrepariert
(Abb. 5.16). Dies deutet darauf hin, dass DNA-PK-abhdngiges NHEJ nicht nur in G1
mafdgeblich zur Reparatur strahleninduzierter DSBs beitragt, sondern auch in G2 den
Hauptteil der auftretenden DSBs repariert.

Waéhrend in der G1-Phase in unbehandelten Zellen ein Unterschied in der Reparaturfahigkeit
zwischen WT bzw. BRCA2-Zellen und Artemis-defizienten Zellen erkennbar ist, verlaufen die
Kinetiken nach DNA-PKi-Behandlung fur alle Zelllinien identisch (Abb. 5.16A). Damit ist die
Artemis-abhangige Reparatur in exponentiell wachsenden G1-Zellen ebenfalls abhéngig von
funktionaler DNA-PK und als Unterweg des NHEJ einzuordnen (Riballo et al. 2004, Goodarzi
et al. 2006).

Dagegen lassen sich in G2 nach DNA-PKi-Behandlung Unterschiede im Reparaturdefekt
zwischen den Zelllinien erkennen. BRCA2- und Artemis-defiziente Zellen weisen nach DNA-
PKi-Behandlung eine im Vergleich zum identisch behandelten WT um etwa 12 % erhéhte
Anzahl an DSBs auf (Abb. 5.16B). Dieser Unterschied entspricht nahezu dem Reparaturdefekt
von 15% von unbehandelten BRCA2- und Artemis-defizienten Zellen gegeniber
unbehandelten WT-Zellen. Dieser additive Effekt zeigt, dass der Reparaturweg, an dem
BRCA2 und Artemis in G2 teilhaben, unabhéngig von funktionaler DNA-PK agiert. Dies
unterstitzt den Zusammenhang zwischen ATM und Artemis und der HR in G2. Dies fiuhrt zu
der Hypothese, dass Briche, die der Prozessierung durch ATM und Artemis bedurfen, in der
G2-Phase der HR zugefiihrt werden, wéhrend in G1 das NHEJ fur die Weiterbearbeitung der
DSBs zustandig ist.

In der GO/G1-Phase konnte gezeigt werden, dass DSBs auch ohne DNA-PK s mit reduzierter
Geschwindigkeit repariert werden kénnen. Dies gilt nicht fur ATM/Artemis-abh&ngige Bruche,
deren Reparatur nur in Anwesenheit von funktionaler DNA-PK.s durchgefiihrt werden kann
(Riballo et al. 2004). Zur Untersuchung der DNA-PK-Abhangigkeit der DSB-Reparatur in der
G2-Phase wurden Reparaturstudien nach hoher Bestrahlungsdosis in Kombination mit langen
Reparaturzeiten durchgefihrt. Durch die Anwendung hoher Bestrahlungsdosen sollte der in
Abb. 5.16B gezeigte Unterschied von 6-9 Foci zwischen Artemis- bzw. BRCA2-defizienten
Zellen gegenuber WT-Zellen vergréRert werden. Da dieser Reparaturdefekt allerdings die
langsame Komponente der Reparatur betrifft, muss zugleich der Beobachtungszeitraum
vergrof3ert werden. Die ldentifizierung der Zellen erfolgte mit Hilfe einer BrdU-Markierung. Auf
diese Weise wurde eine Einwirkung von Aphidicolin Gber Tage hinweg umgangen. Eine
Zellpopulation wurde mit BrdU pulsmarkiert und weiter kultiviert, bis der Grof3teil dieser Zellen
nach G2 progressiert war. Nach der Bestrahlung wurden die Zellen aufgrund der induzierten
DNA-Schaden in G2 arretiert und konnten in dieser Phase mit Hilfe der yH2AX-

Immunfluoreszenz analysiert werden.
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Um sicherzustellen, dass die markierte Population Giber den gesamten Beobachtungszeitraum
hinweg vor allem G2-Zellen widerspiegelt, wurden durchflusszytometrische Analysen
durchgefihrt. Dazu wurden exponentiell wachsende WT-Zellen mit und ohne DNA-PKi-
Behandlung sowie Artemis-defiziente CJ179 mit BrdU pulsmarkiert, in der G2-Pase bestrahlt
und nach Ablauf der Reparaturzeit fir die FACS-Analyse geerntet. Neben der BrdU-
spezifischen Farbung erfolgte die unspezifische PI-Farbung der Gesamt-DNA. Der mittels PI-
Farbung ermittelte DNA-Gehalt wurde in einem Dotplot gegen das spezifische BrdU-Signal
aufgetragen. Die BrdU-markierte Population findet sich auf der Y-Achse deutlich nach oben
verschoben. Die Identifizierung der Zellzyklusphase erfolgt anhand des PI-Signals. Zur
Auswertung wurde der Anteil der BrdU-positiven G2-Zellen an der gesamten BrdU-markierten
Population ermittelt und im Diagramm dargestellt. Die Veranderung der BrdU-positiven G2-

Population wurde Uber die gesamte Reparaturzeit beobachtet.
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Abbildung 5.17: Durchflusszytometrische Analyse primarer humaner Fibroblasten nach BrdU-
Pulsmarkierung.

WT-Zellen sowie Artemis-defiziente CJ179 wurden fur 1 h mit BrdU pulsmarkiert und anschlie3end 4 h
kultiviert, um der markierten Population den Eintritt in die G2-Phase zu erlauben. Dieser Zeitpunkt
entspricht dem Zeitpunkt 0 h des Experiments. AnschlieBend wurden die Zellen mit 9 Gy IR bestrahlt und
fur 24 h, 48 h, 72 h und 96 h zur Reparatur kultiviert. Zudem wurden WT-Zellen 1 h vor Bestrahlung mit
DNA-PKi versetzt und identisch behandelt. Nach Ablauf der Reparaturzeit wurden die Zellen fur die
FACS-Analyse geerntet. Unbestrahlte Kontrollzellen wurden zum Zeitpunkt 0 h, also 4 h nach BrdU-
Pulsmarkierung fixiert. Des Weiteren wurde eine unbestrahlte Kontrolle zusammen mit dem 24 h-
Reparaturpunkt geerntet. AnschlieBend erfolgte die spezifische BrdU-Farbung sowie die unspezifische
Farbung der Gesamt-DNA mit PIl. Nach der Vermessung der Proben im FACS wurde der DNA-Gehalt
(X-Achse, linear, dimensionslos) gegen die Intensitat des eingebauten BrdU (Y-Achse, logarithmisch,
dimensionslos) aufgetragen und erlaubte die Identifizierung der BrdU-markierten Population. Anhand des
DNA-Gehaltes konnte aufRerdem die Zellzyklusphase bestimmt werden. Zur Auswertung wurde der
Anteil der BrdU-positiven G2-Zellen zur BrdU-positiven Gesamtpopulation in jeder Probe ermittelt und im
Diagramm dargestellt. Somit konnte die Veranderung der BrdU-positiven G2-Population im Verlauf der
Reparaturzeit beobachtet werden.
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Das Ergebnis der FACS-Analyse zeigt, dass 70,6 % (C2886 + DNA-PKi) bis 89,0 % (C2886)
der BrdU-positiven Zellen innerhalb von 4 h in die G2-Phase progressieren. Ohne Bestrahlung

wird der Zellzyklus fortgesetzt und nach 24 h befinden sich noch 15,1 % bis 18,2 % der BrdU-
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Population in der G2-Phase (Abb. 5.17). Durch Bestrahlung mit 9 Gy IR wird die BrdU-
markierte Population in der G2-Phase arretiert. 24 h bis 96 h nach Bestrahlung sind kaum
Veranderungen zu beobachten. Die Population bleibt nahezu konstant (Abb. 5.17). Damit ist
die applizierte Dosis von 9 Gy IR ausreichend hoch, um die Zellen Giber 96 h hinweg in G2 zu
halten. Somit enthalt die BrdU-Population auch 96 h nach der Bestrahlung zum Grof3teil G2-
Zellen und der gewahlte BrdU-Ansatz ist fur die Untersuchung der DNA-Reparatur in der G2-
Phase des Zellzyklus nach langen Reparaturzeiten geeignet.

Des Weiteren musste die Aktivitdt des DNA-PK-Inhibitors tUberprift werden, um die effektive
Inhibition der DNA-PK.s Uber den gesamten Beobachtungszeitraum zu gewéhrleisten. Dazu
wurden stationdre WT-Zellen vor der Bestrahlung mit DNA-PKi versetzt, der bereits
unterschiedlich lange auf einer Parallelkultur eingesetzt worden war. AulBerdem wurde
Medium einer Parallelkultur ohne zugesetzten DNA-PKi mit frischem DNA-PKi versetzt und
vor der Bestrahlung zu konfluenten WT-Zellen gegeben. Nach der spezifischen yH2AX-
Farbung erfolgte die Quantifizierung der Anzahl vorhandener DSBs.

Abbildung 5.18: Kontrolle der Aktivitat des DNA-
PK-Inhibitors NU7026 (DNA-PKi) nach langen

Inkubationszeiten.
GO0/G1 C2886 (WT) Konfluente WT-Fibroblasten wurden mit DNA-PKi
40 1 2GyIR  h Reparatur versetzt, der zuvor bereits fir 24 h, 48 h, 72 h, 96 h
35 auf einer Kultur verwendet worden war. Zusétzlich
2 30 4 e S s o wurde DNA-PKi-freies Medium dieser
,gi Parallelkulturen mit frischem DNA-PKi versetzt und
o 25 1 zu konfluenten WT-Fibroblasten gegeben. Zudem
s 20 A erfolgte eine Behandlung mit DMSO. 1 h nach
‘5 15 Zugabe des DNA-PKi wurden die Proben mit 2 Gy
S 10 - IR bestrahlt und nach einer Reparaturzeit von 6 h
fixiert. Die unbestrahlte Kontrolle wurde identisch
51 behandelt. Nach spezifischer yH2AX-Farbung
0 I 1 erfolgte die Auswertung der vorhandenen DSBs.
£ 8 § § & & Die Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten aus
© & o« ¥ N~ O mindestens 40 ausgewerteten Zellen. Kontrollwerte
Inkubationszeit DNA-PKi (h) von etwa 0,2 Foci wurden abgezogen. Die

Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der
Einzelergebnisse.

Das durchgefihrte Kontrollexperiment zeigt, dass auch nach Inkubation Uber 96 h kein
Aktivitatsverlust des DNA-PKi auftritt. Die Inhibition der DNA-PK. durch vorinkubierten
DNA-PKi ist vergleichbar mit frischem DNA-PKi und fiihrt zum Auftreten eines deutlichen
Reparaturdefektes im Vergleich zur mit DMSO behandelten Kontrolle (Abb. 5.18). Die Daten
beweisen, dass die Inhibition der DNA-PKs bis 96 h nach Bestrahlung durch Behandlung mit
dem spezifischen DNA-PKs-Inhibitor mdglich ist.

Diese Kontrollexperimente belegen, dass der gewlinschte Versuchsansatz zur Untersuchung
der DNA-PK-Abhéngigkeit der Reparatur IR-induzierter DSBs geeignet ist. Zur Untersuchung
der DNA-PK-Abhangigkeit in G2 wurden exponentiell wachsende primdre humane

Fibroblasten wie beschrieben eingesetzt und mit Hilfe des BrdU-Signals identifiziert. Die
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Quantifizierung der yH2AX-Foci erfolgte in Zellen mit pan-nukledrer BrdU-Farbung
(Abb. 5.19A). Dieser BrdU-Ansatz erlaubt allerdings nur die sichere Identifikation von G2-
Zellen. BrdU-negative Zellen kdnnen nicht der G1- oder S-Phase zugeordnet werden. Aus
diesem Grund wurden zusétzlich stationare Zellen zur Untersuchung der DNA-PK-

Abhangigkeit in G1 verwendet und mit Hilfe der yH2AX-Analyse untersucht.
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Abbildung 5.19: Untersuchung der DNA-PK-Abhéngigkeit nach langen Reparaturzeiten.

(A) Reprasentative Aufnahme einer BrdU-markierten und mit yH2AX-geféarbten Zelle. WT-Fibroblasten
wurden 1 h mit BrdU pulsmarkiert, nach 4 h mit 9 Gy IR bestrahlt und nach Ablauf der jeweiligen
Reparaturzeit fixiert. AnschlieBend erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung gegen yH2AX (griin) und
BrdU (rot). Zusatzlich wurde eine DAPI-Farbung (blau) durchgefihrt. Gezeigt wird der 48 h-
Reparaturpunkt. Die Aufnahme erfolgte unter 630facher VergréRerung.

(B) yH2AX-Analyse priméarer humaner WT-Fibroblasten mit und ohne DNA-PKi-Behandlung sowie
Artemis-defizienter CJ179. Die gezeigten G2-Daten wurden mit Hilfe eines BrdU-Ansatzes generiert.
Exponentiell wachsende Zellen wurden 1 h mit BrdU pulsmarkiert und 4 h spéater nach der Wanderung
in G2 mit 9 Gy IR bestrahlt. Zusatzlich wurden WT-Zellen 1 h vor Bestrahlung mit DNA-PKi behandelt
und ebenso wie unbestrahlte Kontrollen einer identischen Behandlung unterzogen. Nach Ablauf der
Reparaturzeit von 24 h, 48 h, 72 h, 96 h wurden die Zellen durch Methanol-Aceton-Behandlung fixiert
und gegen yH2AX und BrdU gefarbt. Die Auswertung der yH2AX-Foci erfolgte in BrdU-positiven Zellen.
Dagegen wurden die gezeigten GO/G1-Daten in einem getrennten Ansatz mit konfluenten Zellen
gewonnen. Diese wurden mit 9 Gy IR bestrahlt und nach Ablauf der Reparaturzeit fixiert. Zusétzlich
wurden WT-Zellen 1 h vor Bestrahlung mit DNA-PKi behandelt und ebenso wie die unbestrahlten
Kontrollen identisch behandelt. Nach der yH2AX-Farbung erfolgte die Auswertung der vorhandenen
Foci. Die dargestellten Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten von mindestens drei unabhéngigen
Experimenten. Die Kontrollen (0,2-0,4 Foci in G1, 2-3 Foci in G2) wurden jeweils abgezogen. Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte.

Nach 9 Gy IR weist der WT sehr effiziente Reparatur bis auf etwa 5 yH2AX-Foci in G1 und
8 Foci in G2 auf (Abb. 5.19B). Artemis-defiziente CJ179 zeigen auch nach langen
Reparaturzeiten sowohl in G1 (23 yH2AX-Foci) wie auch in G2 (50 yH2AX-Foci) einen
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Reparaturdefekt gegentiber WT-Zellen (Abb. 5.19B). Nach Inhibition der DNA-PK.s in der G1-
Phase zeigt sich, dass die Reparatur von Brichen auch ohne funktionsfdhige DNA-PK
durchgefihrt werden kann. So liegt nach 96 h Reparatur in DNA-PKi-behandelten WT-Zellen
mit 20 yH2AX-Faoci eine mit Artemis-defizienten Zellen vergleichbare Anzahl an unreparierten
DSBs vor. Allerdings kann die G1-Phase-Reparatur von DNA-PKi-behandelten WT-Zellen das
Niveau an verbleibenden DSBs in Artemis-defizienten CJ179 nicht unterschreiten
(Abb. 5.19B). Dies spiegelt die in der Literatur beschriebene Bedeutung der DNA-PK wider,
wonach diese nur fir die Reparatur von Artemis-abhdngigen DSBs essentiell ist. Fur alle
anderen Briiche wird die Reparatur durch funktionelle DNA-PK vereinfacht, sie ist aber auch in
Abwesenheit von DNA-PK mdglich (Riballo et al. 2004). Demnach ist funktionale DNA-PK
auch nach hohen Dosen und langen Reparaturzeiten in der G1-Phase fur die Reparatur
Artemis-abhangiger Briiche essentiell.

In der G2-Phase zeigen Artemis-defiziente CJ179 nach 96 h etwa 50 unreparierte DSBs,
wahrend WT-Zellen nach Behandlung mit DNA-PKi etwa 13 yH2AX-Foci aufweisen
(Abb. 5.19B). Das Niveau unreparierter DSBs in DNA-PKi-behandelten WT-Zellen
unterschreitet den Artemis-Defekt deutlich. Dies fuhrt zu der paradoxen Situation, dass DNA-
PKi-behandelte WT-Zellen 72h und 96h nach Bestrahlung in G1 mehr yH2AX-Foci aufweisen
als in G2 (Abb. 5.19B, Abb. 5.20). Dieses Ergebnis belegt, dass die Reparatur Artemis-
abhangiger DSBs in der G2-Phase auch nach langen Zeiten unabhangig von funktionaler
DNA-PK ist.

DAPI BrdU YH2AX uiberlagert

Abbildung 5.20: yH2AX Foci in BrdU-positiven und -negativen Fibroblasten mit und ohne DNA-PKi-
Behandlung.

WT-Fibroblasten wurden wie beschrieben mit BrdU pulsmarkiert und nach Zugabe von DNA-PKi bzw.
DMSO mit 9 Gy IR bestrahlt. Nach Ablauf der Reparaturzeit wurden die Zellen fixiert und gegen yH2AX
(gran) und BrdU (rot) geféarbt. Gezeigt wird der 96 h-Reparaturpunkt bei 630facher Vergrol3erung. Nach
Behandlung mit DNA-PKi sind 96 h nach Bestrahlung in der BrdU-positiven G2-Zelle weniger Foci
erkennbar als in der dariibergelegenen BrdU-negativen Zelle. Dagegen zeigt sich in unbehandelten

Zellen das gewohnte Bild der deutlich hdheren Anzahl an yH2AX-Foci in der BrdU-positiven G2-Zelle
gegeniber der BrdU-negativen Zelle.

C2886 (WT)

+ DNA-PKi

- DNA-PKi
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Die Ermittlung der in Abb. 5.19 gezeigten G1/GO-Daten erfolgte in einem getrennten Ansatz
mit stationaren Zellen. Um eine Verfélschung des Ergebnisses durch phasenspezifische
Einflisse wie beispielsweise durch verdnderte DNA-Organisation, Stoffwechselvorgéange o.a.
in stationdren Zellen auszuschlieRen, wurden im Folgenden die BrdU-negativen Zellen der
exponentiellen Kulturen ausgewertet. Dabei lasst die in Abb. 5.17 dargestellte FACS-Analyse
vermuten, dass die BrdU-negativen Zellen des exponentiellen Versuchsansatzes zum Grof3teil
in G1 sind. Der Vergleich der durch unterschiedliche Versuchsansatze gewonnenen G1-Daten
ist in Abb. 5.21 gezeigt.

C2886 (WT) C2886 + DNA-PKi CJ179 (Art)
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Abbildung 5.21: Vergleich der GO/G1-Daten aus stationaren Zellen mit BrdU-negativen Zellen des
BrdU-Ansatzes.

Die GO/G1-Daten wurden durch Versuche mit stationaren primaren humanen Fibroblasten generiert.
Diese wurden mit 9 Gy IR bestrahlt und anschlieBend zur Reparatur kultiviert. Zudem wurden WT-
Zellen 1 h vor Bestrahlung mit DNA-PKi behandelt und bestrahlt. Unbestrahlte Kontrollen wurden einer
simulierten Bestrahlung unterzogen und identisch behandelt. Nach der yH2AX-Farbung erfolgte die
Quantifizierung der Foci. Dagegen wurden die G1-Daten exponentieller Zellen aus dem beschriebenen
BrdU-Ansatz gewonnen. Exponentiell wachsende Fibroblasten wurden 1 h mit BrdU pulsmarkiert und
nach 4 h mit 9 Gy IR bestrahlt. Zusétzlich wurden WT-Zellen 1 h vor Bestrahlung mit DNA-PKi
behandelt und ebenso wie die unbestrahlten Kontrollen identisch behandelt. Nach der spezifischen
BrdU- und yH2AX-Farbung erfolgte die Auswertung der yH2AX-Foci in der BrdU-negativen Population.
Die abgebildeten Datenpunkte wurden als Mittelwert in drei unabhangigen Experimenten ermittelt.
Kontrollen von 0,1-0,2 Foci in stationdren sowie 0,2-0,6 Foci in exponentiellen Zellen wurden
abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte. Die Daten in GO/G1 wurden
bereits in Abb. 5.19 dargestellt.

Die ermittelten Werte zum jeweiligen Reparaturpunkt &ahneln sich in konfluenten und
exponentiellen G1-Zellen sehr (Abb. 5.21). Da konfluente Zellen eine eindeutige
Identifizierung der Zellen erlaubt, wurden zur Untersuchung der DNA-PK-Abhéngigkeit in G1

konfluente Zellen benutzt.

5.4.2. Untersuchungen zur Bedeutung der Endonukleasefunktion von Artemis
far die Reparatur strahleninduzierter DNA-Schaden

Die genaue Funktion von Artemis und ATM bei der Reparatur von DSBs ist noch nicht

abschliel3end geklart. Ausgehend von der Funktion von Artemis bei der V(D)J-Rekombination
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als Hairpin-6ffnendes Enzym wird angenommen, dass Artemis bei der DSB-Reparatur eine
ahnliche Funktion besitzt. Neben einer Exonukleasefunktion konnte bei Artemis auch eine
Endonukleaseaktivitat festgestellt werden (Ma et al. 2002, 2005). Diese konnte bei der
Prozessierung von komplizierten Bruchstrukturen wie etwa umgeklappten Enden von
Bedeutung sein. Zur Untersuchung des mechanistischen Beitrags der Endonukleaseaktivitat
von Artemis zur DSB-Reparatur wurden Komplementationsexperimente mit verschiedenen
Artemis-Varianten in Artemis-defizienten primaren humanen Fibroblasten durchgefuhrt. Zur
Verwendung kam neben einem WT-Artemis-Konstrukt auch die Artemis-Variante D37N mit
einer Mutation, die spezifisch die Endonukleaseaktivitdt von Artemis ausschaltet. Diese
Mutation ist gekennzeichnet durch den Austausch eines hochkonservierten Asparaginsaure-
Bausteins an Position 37 der Metallo-p-lactamase/B-CASP-Doméane im aktiven Zentrum von
Artemis gegen Asparagin. Pannicke et al. konnten Expressionsvektoren mit der cDNA von
WT-Artemis sowie von D37N-Artemis mit verknlpftem c-myc-Tag herstellen (Pannicke et al.
2004). Nach transienter Transfektion eukaryotischer Zellen mit den beschriebenen
Konstrukten konnte gezeigt werden, dass das gewinschte Protein exprimiert wird, im Kern
lokalisiert ist, korrekt gefaltet wird und von DNA-PK phosphoryliert werden kann (Pannicke et
al. 2004). Jedoch konnte keine Endonuklease-Aktivitdit von D37N-Artemis nachgewiesen
werden, wahrend die Exonukleasefunktion durch die Mutation nicht beeintrachtigt wurde
(Pannicke et al. 2004).

Diese Expressionsplasmide wurden zur transienten Transfektion von primaren humanen
Fibroblasten benutzt. So sollte untersucht werden, ob und inwieweit die Endonukleaseaktivitat
von Artemis fur die Wiederherstellung der Reparaturkapazitat von Artemis-defizienten Zellen
essentiell ist. Dazu wurden exponentiell wachsende Artemis-defiziente CJ179 sowie WT-
Zellen durch Elektroporation mit WT-Artemis bzw. mit D37N-Artemis transfiziert. Anschliel3end
wurde die Reparaturkapazitat mit Hilfe der yH2AX-Immunfluoreszenz untersucht.

Zur Etablierung des Transfektionsprotokolls wurde ein GFP-Kontrollplasmid verwendet und in
die Zellen eingebracht. Die Transfektion erfolgte in Suspension in speziellen Kivetten. Nach
der Elektroporation wurden die Zellen auf Deckgldschen ausgesat und 24 h kultiviert.
AnschlieBend konnte die Effizienz der Transfektion mit Hilfe des GFP-Signals im

Fluoreszenzmikroskop untersucht werden (Abb. 5.22).



Ergebnisse 97

Durchlicht GFP

CJ179

Viabilitat: 80,9 %
Effizienz: 31,6 %

Abbildung 5.22: Uberprufung der Transfektionseffizienz mit GFP-Kontrollplasmid.

Primare humane Fibroblasten mit Mutation in Artemis wurden mit 1,5 ug GFP-Kontrollplasmid
transfiziert und anschlieRend 24 h kultiviert. Der Anteil Uberlebender Zellen und deren Zustand wurden
im Durchlicht beurteilt. Zur Beurteilung der Transfektionseffizienz wurde der Anteil GFP-exprimierender
Zellen in Relation zur Gesamtzahl lebender Zellen ermittelt. Die Aufnahme erfolgte bei 100facher
Vergrof3erung.

Das angewendete Protokoll erlaubte die Transfektion von etwa 32 % der behandelten Zellen.
Die Kultur zeigt eine Viabilitat von etwa 81 %. Die Zellen haben sich an die Oberflache
angeheftet und unterscheiden sich im Durchlicht nicht offensichtlich von untransfizierten Zellen
(Abb. 5.22).

Nach der Etablierung des Transfektionsprotokolls wurden Artemis-defiziente sowie WT-
Fibroblasten mit den beschriebenen Artemis-Konstrukten transfiziert. Zur Identifizierung der
Zellen, die erfolgreich transfiziert wurden und das aufgenommene Artemis-Konstrukt
exprimiert haben, wurden spezifische Antikérper gegen den anhangenden c-myc-Tag
eingesetzt. Die transfizierten Zellen zeigten in der Immunfluoreszenz ein intensives, pan-

nukledres c-myc-Signal (Abb. 5.23).
DAPI c-myc

Abbildung 5.23: Reprasentative Immunfluoreszenz-
aufnahme  von  transfizierten  primdren  humanen
Fibroblasten.

Exponentiell wachsende Artemis-defiziente CJ179 wurden
mit 2,5 pug c-myc-WT-Artemis-Konstrukt transfiziert und
24 h kultiviert. Anschlieend wurden die Zellen mit 2 Gy IR
bestrahlt, mit Aphidicolin versetzt und nach Ablauf der
Reparaturzeit von 8 h fixiert. Die Immunfluoreszenzfarbung
erfolgte mit spezifischen Antikdrpern gegen c-myc (rot) und
yH2AX (grin). Zusatzlich wurde die unspezifische
Kernfarbung mit DAPI (blau) durchgefuhrt. Die Aufnahme
erfolgte bei 630facher VergréfRerung. Deutlich zu erkennen
ist die in der c-myc-positiven, transfizierten Zelle reduzierte
Anzahl an yH2AX-Foci gegenlber der c-myc-negativen
Artemis-defizienten Zelle.

YH2AX tiberlagert
Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz mit WT- bzw. D37N-Artemis wurde der Anteil an

c-myc-positiven Zellen in Relation zur Gesamtzellzahl gesetzt. Die Auswertung ergab mit
35-40 % in G1 und etwa 35 % in G2 ahnliche Transfektionseffizienzen wie mit dem GFP-

Kontrollplasmid.
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Die Immunfluoreszenz der transfizierten Zellen zeigt, dass die Expression der
c-myc-Konstrukte ausreichend grof3 ist, um eine flachige, intensive Farbung des gesamten
Kerns hervorzurufen (Abb. 5.23). Jedoch ist keine quantitative Aussage Uber die tatséchliche
Menge an ektopisch exprimiertem Artemis in den transfizierten Zellen mdglich. Um dieser
Frage nachzugehen, wurde eine Westernblot-Analyse von transfizierten Zellen im Vergleich
zu WT-Fibroblasten bzw. Artemis-defizienten Zellen durchgefihrt.

Abbildung 5.24: Westernblot-Analyse von
transfizierten primaren humanen Fibroblasten.
HSF1 CJ179 Exponentiell wachsende Artemis-defiziente CJ179

f_, Zz 5 zZ sowie WT-Zellen wurden mit c-myc/WT-Artemis bzw.
o E S 05 c-myc/D37N-Artemis  transfiziert. Zudem wurden
ES0o £E=a Kontrolizellen ~ ohne  zugesetzte  DNA  der
.‘ n_ Art Elektroporation unterzogen. 24 h nach Transfektion

o wurde eine Gesamtprotein-extraktion durchgefihrt.

40 ug Gesamtprotein  wurden (Uber SDS-PAGE

-s @™ ocmyc elektrophoretisch ~ aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran Ubertragen und mit spezifischen Antikdrpern

Sme-aa |oGAPDH gegen Artemis, c-myc, und GAPDH inkubiert. Die

Detektion erfolgte Gber Lumilight-Kit.

Scheinbehandelte WT-Fibroblasten zeigen im Westernblot eine schwache Bande an endogen
vorhandenem Artemis, wahrend bei Artemis-defizienten CJ179 keine Bande zu erkennen ist.
Nach der Transfektion mit WT-Artemis bzw. D37N-Artemis treten sehr prominente Artemis-
spezifische Banden auf (Abb. 5.24). Die Proteine liegen in deutlich groR3erer Menge vor als in
unbehandelten WT-Zellen. Dadurch ist anzunehmen, dass endogenes Artemis in den WT-
Zellen in seiner Funktion stark zuriickgedrangt wird. Die c-myc-spezifische Bande tritt nur in
transfizierten Zellen auf (Abb. 5.24). Sie ist ebenfalls sehr deutlich ausgepragt und bestatigt,
dass die enorme Uberexpression von Artemis auf die c-myc-markierte Form des Proteins
zuriickzufuhren ist. Wichtig fur die Auswertung der Daten ist, dass einerseits keine
Unterschiede in der Expression der beiden unterschiedlichen Konstrukte innerhalb einer
Zelllinie erkennbar sind und andererseits das Ausmald der Expression in beiden Zelllinien
vergleichbar ist.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die Transfektion von priméaren humanen
Fibroblasten mit den beschriebenen c-myc/Artemis-Konstrukten in zufriedenstellender
Effizienz mdoglich ist. Zudem kénnen Zellen, die das jeweilige Konstrukt aufgenommen haben
und erfolgreich exprimieren, eindeutig identifiziert werden. Darlber hinaus konnte
sichergestellt werden, dass bei der Transfektion von WT-Fibroblasten endogen exprimiertes
Artemis wenig bis keinen Einfluss auf das Ergebnis hat, da es im Vergleich zur Vektor-
exprimierten Artemis-Variante in auf3erst geringer Menge vorhanden ist.

Zur Untersuchung des Einflusses der Endonukleasefunktion von Artemis auf die
Reparaturkapazitat wurden exponentiell wachsende Zellen durch Elektroporation mit
c-myc/WT-Artemis bzw. c-myc/D37N-Artemis sowie mit dem GFP-Kontrollplasmid transfiziert.

24 h nach der Transfektion wurden die Viabilitdt und der Zustand der Zellen mikroskopisch
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kontrolliert. Das GFP-Signal der mit Kontrollplasmid transfizierten Zellen erlaubte eine
Aussage Uber die Effizienz der Transfektion. Die Zellen wurden bestrahlt, nach Ablauf der
Reparaturzeit fixiert und mit yH2AX- und c-myc-spezifischen Antikdrpern sowie DAPI gefarbt.
Zur Auswertung erfolgte die Identifizierung der Zellzyklusphase wie beschrieben mit Hilfe der
Intensitéat des DAPI-Signals (vergleiche Kapitel 5.1.1). Die Auswertung der yH2AX-Foci

erfolgte manuell bei 1000facher Vergréf3erung in c-myc-positiven G1- und G2-Zellen.

A DAPI c-myc yH2AX iiberlagert
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Abbildung 5.25: yH2AX-Foci-Analyse von transfizierten primaren humanen Fibroblasten
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(A) Repréasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen von c-myc-positiven G1- und G2-Zellen nach
Transfektion mit WT-Artemis und D37N-Artemis. Exponentiell wachsende Artemis-defiziente CJ179
wurden wie beschrieben mit c-myc/WT-Artemis bzw. c-myc/D37N-Artemis transfiziert und mit 2 Gy IR
bestrahlt. Nach einer Reparaturzeit von 8 h wurden die Zellen fixiert und gegen yH2AX (griin) und
c-myc (rot) gefarbt. Zudem wurde eine unspezifische DAPI-Farbung (blau) durchgefiihrt, die in
Kombination mit dem yH2AX-Signal zur ldentifizierung der Zellzyklusphasen genutzt wurde. Die
Aufnahme erfolgte bei 630facher Vergrof3erung.

(B) Quantitative Auswertung der yH2AX-Analyse von WT-Fibroblasten und Artemis-defizienter CJ179
nach Transfektion mit WT-Artemis bzw. D37N-Artemis. Exponentiell wachsende primére Fibroblasten
wurden wie beschrieben mit c-myc/WT-Artemis sowie c-myc/D37N-Artemis transfiziert, anschliel3end
mit 2 Gy IR bestrahlt, mit Aphidicolin versetzt und zur Reparatur (15 min, 6 h, 8 h) kultiviert. Nach der
Fixierung erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX und c-myc. Zellzyklusphasen wurden mit
Hilfe der DAPI-Intensitat identifiziert. Die Quantifizierung der yH2AX-Foci erfolgte in G1 und G2. Die
abgebildeten Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten aus drei unabh&ngigen Experimenten. Die
Kontrollen, die in transfizierten Zellen (2,5-3,0 Foci in G1, 5-6 Foci in G2) héher lagen als bei schein-
behandelten Zellen (0,2-0,5 Foci in G1, 2,0-2,5 Foci in G2), wurden abgezogen. Die Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler der Mittelwerte.

Die mikroskopische Betrachtung der transfizierten Artemis-defizienten priméren humanen
Fibroblasten lasst vermuten, dass durch die Uberexpression von WT-Artemis die
Reparaturkapazitat in G1 und in G2 deutlich verbessert wird. In Abb. 5.23 ist zu beobachten,
dass die c-myc-positive, mit WT-Artemis transfizierte CJ179-Zelle eine im Vergleich mit der
untransfizierten und damit Artemis-defizienten Zelle deutlich reduzierte Anzahl an yH2AX-Foci
aufweist. In Abb. 5.25A ist der direkte Vergleich von Artemis-defizienten CJ179 nach
Transfektion mit WT-Artemis bzw. mit D37N-Artemis gezeigt. Wahrend die Anzahl an yH2AX-
Foci nach Transfektion mit WT-Artemis reduziert ist, kann die Endonukleasemutante D37N
nicht zur Verminderung des Artemis-Reparaturdefektes beitragen.

Die quantitative Auswertung der yH2AX-Foci in c-myc-positiven G1- und G2-Zellen bestétigt
diesen Eindruck. In der G1-Phase hat die Uberexpression der Artemis-Konstrukte keinen
EinfluR auf die Anzahl induzierter DSBs, die bei allen untersuchten Zelllinien bei etwa
31-33 DSBs liegt (Abb. 5.25B). Die Transfektion Artemis-defizienter CJ179 mit dem WT-
Artemis-Konstrukt fiihrt zu einer Verringerung der Focianzahl um 9 % gegenuber
scheinbehandelter CJ179 (9,4 Foci). Im Vergleich zu scheinbehandelten WT-Zellen (3,7 Foci)
verbleibt 8 h nach Bestrahlung eine erhthte Anzahl an DSBs unrepariert (9,4 Foci). Dieses
Niveau entspricht jedoch dem von WT-Zellen nach der Expression von WT-Artemis (8,6 Foci).
Die Transfektion von WT-Zellen mit WT-Artemis zeigt, dass das Niveau an yH2AX-Foci im
Vergleich zu scheinbehandelten Zellen leicht erhéht ist (8,6 Foci gegeniiber 3,7 Foci 8 h nach
Bestrahlung). Vermutlich ist diese leicht erhohte Focianzahl auf die Uberexpression der
Artemis-Konstrukte zurlickzuftihren. Die Expression von funktionellem Artemis hebt den
Artemis-Reparaturdefekt in G1 auf und verbessert die Reparaturkapazitat. Dagegen ist in
Artemis-defizienten CJ179 nach der Transfektion mit D37N-Artemis keine Verbesserung des
Reparaturvermdgens festzustellen (16,8 Foci). In WT-Zellen induziert die Uberexpression der
endonukleasetoten Artemisvariante einen Reparaturdefekt (18,4 Foci). Es kommt zu einem

dominant-negativen Effekt des ektopisch exprimierten Proteins gegentber dem endogenen



Ergebnisse 101

Protein. Die Zellen weisen einen Reparaturdefekt auf, der dem von D37N-transfizierten CJ179
ahnelt. Der Unterschied zwischen WT-Artemis und D37N-Artemis entspricht mit 22-30 % dem
Reparaturdefekt scheinbehandelter Artemis-defizienter Zellen gegeniiber scheinbehandelter
WT-Zellen (Abb. 5.25B).

In der G2-Phase ist die Situation &hnlich, auch hier wird die Anzahl induzierter DSBs durch die
Transfektion nicht verandert und liegt bei 55-57 DSBs (Abb. 5.25B). WT-Artemis kann in
Artemis-defizienten CJ179 das Reparaturvermdgen nahezu vollstandig wiederherstellen. Die
Anzahl verbleibender yH2AX-Foci (12,5 Foci) ist gegenlber der von scheinbehandelten WT-
Zellen (10,7 Foci) nur leicht erhéht und korreliert gut mit WT-Zellen nach Transfektion mit WT-
Artemis (Abb. 5.25B). In WT-Zellen fuhrt die Expression von WT-Artemis auch in G2 zu einer
leichten Erhohung der Foci-Anzahl gegeniber scheinbehandelten WT-Zellen (13,0 Foci
gegeniiber 10,7 Foci 8 h nach Bestrahlung). In Artemis-defizienten CJ179 kann die
Uberexpression von D37N-Artemis die Reparaturkapazitat nicht verbessern. Es kommt zu
einer leichten Erhdéhung der Anzahl unreparierter DSBs (24,1 Foci) gegentber
scheinbehandelten CJ179 (18,3 Foci). Durch die Transfektion mit D37N-Artemis wird die
Reparaturkapazitat von WT-Zellen in G2 eingeschrankt und es kommt zur Ausbildung eines
Reparaturdefekts (25,2 Foci). Wiederum korreliert dieses Schadensniveau gut mit dem von
D37N-Artemis-transfizierten CJ179. Die Differenz zwischen WT-Artemis- und D37N-Artemis-
exprimierenden Zellen entspricht mit 21-30 % wie in G1 in etwa dem Reparaturdefekt von
scheinbehandelten Artemis-defizienten CJ179 gegeniber WT-Zellen (Abb. 5.25B).

Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die Expression eines WT-Artemis-Konstruktes die
Reparaturkapazitat von Artemis-defizienten Fibroblasten in G1 und in G2 wieder hergestellt
werden kann. Dagegen tragt die endonukleasetote Artemisvariante D37N nicht zur
Verbesserung der Reparatur bei. Somit ist die Endonukleasefunktion von Artemis fir die
vollstandige Reparatur strahleninduzierter DSBs in der G1- und G2-Phase unabdingbar und
kritischer Angriffspunkt flir Mutationen, die zur Auspragung von Reparaturdefekten fiihren
koénnen.

Die bisher gezeigten Ergebnisse weisen die Beteiligung von Artemis an der HR-Reparatur in
G2 v. a. mit Hilfe der yH2AX-Analyse nach. Allerdings liefert diese Methode eher indirekte
Beweise. Eine Moglichkeit der direkten Untersuchung der HR besteht in der Analyse von HR-
assoziierten Reparaturfaktoren wie Rad51, die am Schadensort agglomerieren und so
Mikrofoci bilden. Diese kolokalisieren mit yH2AX und markieren DSBs, die durch HR repariert
werden (Bekker-Jensen et al. 2006). Die Quantifizierung von Rad51-Foci erlaubt eine
Aussage Uber das Ausmall der HR-Reparatur. So konnte gezeigt werden, dass Artemis-
defizienten Zellen eine im Vergleich zum WT verminderte Ausbildung von Rad51-Foci zeigen
(Barton, mindliche Mitteilung), was die Beteiligung von Artemis an der HR bestatigt.

Komplementationsstudien konnten die Bedeutung der Endonukleasefunktion von Artemis flr
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die Reparatur auch in G2 aufdecken. Der Artemis-Reparaturdefekt wurde durch
Uberexpression von WT-Artemis, aber nicht von endonukleasetotem D37N-Artemis,
aufgehoben (Abb. 5.25). Somit sollte durch WT-Artemis auch die in Artemis-defizienten Zellen
verminderte HR-Rate wieder gesteigert werden, wahrend D37N-Artemis keine Auswirkung auf
die Anzahl an Rad51-Foci haben sollte. Dies wurde im Folgenden tberprift. Zunédchst wurde
der Verlauf der Rad51-Kinetik untersucht, um einen Zeitpunkt mit maximaler Rad51-Foci-
Anzahl zu bestimmen. Dazu wurden exponentiell wachsende WT-Zellen bestrahlt und nach
der jeweiligen Reparaturzeit fixiert. Nach der Immunfluoreszenzfarbung von Rad51 erfolgte
die Quantifizierung der Rad51l-Foci in G2-Phase-Zellen. Die Identifzierung der
Zellzyklusphase wurde anhand der Intensitat des DAPI-Signals durchgefiihrt. Das Ergebnis ist
in Abb. 5.26A dargestellt.
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Abbildung 5.26: Rad51-Foci-Analyse von humanen Fibroblasten

(A) Rad51-Foci-Analyse von WT-Fibroblasten. Exponentiell wachsende HSF1 wurden mit 2 Gy IR
bestrahlt, mit Aphidicolin versetzt und nach Ablauf der jeweiligen Reparaturzeit (15 min, 2 h, 4 h, 6 h,
8 h) fixiert. Anschlieend erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung von Rad51. Zudem wurde eine
unspezifische Kernfarbung mit DAPI durchgefuhrt. Die Quantifizierung der Rad51-Foci erfolgte in G2-
Phase-Zellen, die anhand der DAPI-Intensitat identifiziert wurden. Die dargestellten Datenpunkte
entsprechen dem Mittelwert aus zwei unabhangigen Experimenten. In unbestrahlten Zellen ermittelte
Kontrollwerte (1,7-2,2 Foci) wurden abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der
Mittelwerte.

(B) Radb51-Foci-Analyse von transfizierten humanen Fibroblasten. Artemis-defiziente CJ htert sowie
WT-Zellen (82-6 htert) wurden wie beschrieben mit c-myc/WT-Artemis bzw. c-myc/D37N-Artemis
transfiziert und 24 h bei 37 °C kultiviert. Zudem wurden Zellen ohne zugegebene DNA einer
identischen Behandlung unterzogen. Nach der Bestrahlung mit 2 Gy IR wurde Aphidicolin zugegeben
und fir weitere 2 h inkubiert. Nach Ablauf der Reparaturzeit erfolgte die Fixierung der Zellen und die
anschlieBende Immunfluoreszenzfarbung von Rad51 und c-myc. Zudem wurde eine unspezifische
DAPI-Gegenfarbung durchgefiihrt. Rad51-Foci wurden in tber die DAPI-Intensitat identifizierten G2-
Zellen mit pan-nuklearer c-myc-Farbung durchgefiihrt. Die dargestellten Datenpunkte entsprechen
dem Mittelwert aus drei unabhangigen Experimenten. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der
Mittelwerte. Die in unbestrahlten Zellen ermittelten Kontrollwerte (2,1-2,5 Foci) wurden abgezogen.

Durch Bestrahlung mit 2 Gy IR werden maximal 19,3 Rad51-Foci ausgebildet. Diese Anzahl
nimmt im beobachteten Zeitraum wieder ab und erreicht nach 8 h mit 4,7 Foci nahezu

Hintergrundniveau. Die Kinetik der Ausbildung von Rad51-Foci ist im Vergleich zu yH2AX-Foci
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verzogert, ein Maximum wird 2 h nach Bestrahlung erreicht (Abb. 5.26A). Auf Basis dieses
Ergebnisses wurde der 2 h-Reparaturzeitpunkt zur Charakterisierung der HR mit Hilfe der
Rad51-Foci-Analyse nach Komplementation mit verschiedenen Artemiskonstrukten gewahlt.

Dazu wurden Artemis-defiziente CJ hert sowie WT-Zellen wie beschrieben mit WT- bzw.
D37N-Artemis transfiziert und 24 h spater bestrahlt. Nach Ablauf der Reparaturzeit erfolgte die
Fixierung und anschlieende Rad51- und c-myc-Immunfluoreszenzfarbung der Zellen. Die
Quantifizierung der Rad51-Foci wurde in c-myc-positiven G2-Phase-Zellen durchgefihrt, die
anhand der DAPI-Intensitéat identifiziert wurden. Das Ergebnis ist in Abb. 5.26B gezeigt. In
Artemis-defizienten Zellen erhéht sich die Anzahl an Rad51-Foci von 13,0 Foci in
scheinbehandelten CJ htert nach der Uberexpression von WT-Artemis auf 17,3 Foci
(Abb. 5.26B). Dies entspricht nahezu der Anzahl an Rad51-Foci in scheinbehandelten WT-
Zellen (18,6 Foci). Dagegen andert D37N-Artemis nichts am Ausmall der HR-Reparatur, es
treten 12,2 Rad51-Foci auf. Somit erhoht die Uberexpression von WT-Artemis den Anteil der
HR-Reparatur, wahrend endonukleasetotes Artemis diesen verringert. Scheinbehandelte WT-
Zellen weisen 18,6 Foci auf, diese Anzahl wird durch Transfektion mit WT-Artemis nicht
maRgeblich verandert (19,2 Foci). Dagegen fiihrt die Uberexpression des endonukleasetoten
Artemis zur Reduktion der Rad51-Foci-Anzahl auf 12,6 Foci (Abb. 5.26B). Durch den
dominant-negativen Effekt des exprimierten Artemis-Konstrukts wird der Anteil der HR an der
Gesamtreparatur verringert. Dieses Ergebnis beweist, dass die Endonukleasefunktion von

Artemis fir die HR in der G2-Phase bendétigt wird.

Die zusammenfassende Betrachtung der gezeigten Ergebnisse erlaubt neue Einblicke in die
Reparatur von strahleninduzierten DSBs. ATM und Artemis werden fir die Reparatur einer
Subpopulation von etwa 15 % der IR-induzierter Briiche in G1 und G2 bendtigt. In der G1-
Phase verlauft die Reparatur der Artemis-abhéangigen Briiche unter Beteiligung funktionaler
DNA-PK uber NHEJ. In G2 dagegen konnte die Beteiligung von ATM und Artemis an einem
gemeinsamen Reparaturweg mit BRCA2 gezeigt werden. Die Reparatur der Artemis-
abhangigen Briche verlauft unabhéangig von funktionaler DNA-PK Uber die HR.
Komplementationsexperimente mit verschiedenen Artemisvarianten konnten die Bedeutung
der Endonukleaseaktivitat von Artemis flr die Reparatur strahleninduzierter Briiche in G1 und

in G2 aufzeigen.
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5.5. Untersuchungen zur Reparatur von etoposidinduzierten DNA-Schéaden

5.5.1. Induktion und Reparatur von DNA-Schaden durch Etoposidbehandlung in
der G1- und G2-Phase des Zellzyklus

Durch die Behandlung mit ionisierender Strahlung entsteht eine grofe Bandbreite an
unterschiedlichsten DNA-Schéaden (vergleiche Kapitel 3.1.4). Viele dieser Schaden bedingen
alleine oder in Kombination DSBs oder treten in unmittelbarer Nahe davon auf. Um mehr tber
die Zusammenhange zwischen chemischer Struktur und Reparatur eines DSBs zu lernen,
wurden durch die Chemikalie Etoposid chemisch gleichartige DSBs induziert. Dabei sollte der
Verlauf der Reparaturkinetik in den beiden Zellzyklusphasen G1 und G2 im Vergleich zur
Reparatur von IR-induzierten DSBs Aufschluss uber die Bedeutung der schnellen und der
langsamen Komponente geben. Auf3erdem wurde die Beteiligung von ATM und Artemis an
der Reparatur dieser Art von Briichen in wachsenden Zellen untersucht. So konnte bereits
gezeigt werden, dass der ATM/Artemis-Reparaturdefekt nach Etoposidbehandlung in
stationaren Zellen nicht auftritt (Riballo et al. 2004).

Etoposid ist ein haufig angewendetes Chemotherapeutikum der Gruppe der
Epipodophyllotoxine und greift in den Reaktionsmechanismus der Topoisomerase |l (Topoll)
ein. Dieser beinhaltet die Induktion eines DSBs, der im Verlauf des Reaktionszyklus wieder
verbunden wird, bevor das Enzym die DNA verlasst. Durch Etoposid wird das Enzym nach der
Induktion des DSBs in Form eines Intermediatzustandes (cleavage complex) arretiert, welcher
als DNA-Schaden erkannt wird. Dabei sind beide Enden des DSBs durch kovalente Protein-
DNA-Bindungen fixiert. Alle durch Etoposidbehandlung induzierten DSBs sind durch eine
einheitliche Struktur gekennzeichnet (vergleiche Kapitel 3.2).

Die Empfindlichkeit von Zellen gegeniiber Etoposid ist abh&ngig von der Aktivitdt des
Zielenzyms Topoll und variiert somit in den Phasen des Zellzyklus (Wang et al. 2007). Um zu
gewabhrleisten, dass in den beiden Zellzyklusphasen G1 und G2 der Verlauf der Reparatur
nach Induktion eines vergleichbaren Schadensausmalfies untersucht wird, wurde zun&chst die
Wirksamkeit unterschiedlicher Etoposidkonzentrationen in der G1- und G2-Phase quantifiziert.
Primare humane WT-Fibroblasten wurden bis zur Konfluenz kultiviert bzw. im exponentiellen
Wachstum mit Etoposid behandelt. AnschlieBend wurde die induzierte Anzahl an DSBs nach
Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX, bei exponentiell wachsenden Zellen in Kombination mit
CENP-F, bestimmt. Die Quantifizierung wurde bis zu einer Anzahl von etwa 90-100 Foci
manuell bei 1000facher Vergrof3erung durchgefuhrt. Bei hdherer Focianzahl wurden bei

630facher VergrolRerung Aufnahmen angefertigt und am Bildschirm ausgewertet.
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Abbildung 5.27: Induktion von yH2AX-Foci nach
Behandlung mit unterschiedlichen Etoposid-
konzentrationen (Etop).
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Standardfehler der Mittelwerte.

Stationare Zellen in der GO/G1l-Phase zeigen eine deutlich geringere Anzahl an
etoposidinduzierten DSBs als exponentiell wachsende G2-Zellen (Abb. 5.27). Der grof3e
Unterschied in der Anzahl induzierter DSBs in G1 bzw. G2 spiegelt nicht wie nach
Rontgenstrahlung (vergleiche Abb. 5.2) den unterschiedlichen DNA-Gehalt wider, sondern
scheint auf unterschiedliche Empfindlichkeit der Zellen in der GO/G1- bzw. G2-Phase
zurlckzufuhren zu sein. Zur Induktion einer vergleichbaren DSB-Anzahl in GO/G1 und G2
missen stationare Zellen mit etwa der 20fachen Etoposidkonzentration behandelt werden
(Abb. 5.27). Dieses Ergebnis geht mit der hoheren Enzymaktivitdt des Zielenzyms Topoll in
der G2-Phase einher (Wang et al. 2007).

Zur Untersuchung der Reparatur etoposidinduzierter DSBs in GO/G1 wurden konfluente
primére humane Fibroblasten mit Etoposid behandelt. Die Analyse der DSB-Reparatur in G2
erfolgte in exponentiell wachsenden Zellen nach Etoposidbehandlung. Dazu wurden jeweils
unterschiedliche Konzentrationen an Etoposid eingesetzt. Vorhandene DSBs wurden durch

yH2AX-Féarbung sichtbar gemacht und ausgewertet.

A G0/G1 B G2
160 1 Etop 160 A Etop
140 - ——20 M 140 - —+—2uM
2 120 - —4—100M @ 130 |
N 100 - 0—300pM - @ 100 |
S 80 - £ 80 -
‘s 60 'S5 60 -
o o
L 40 - L 40
20 20
O 0 T T T 1
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Reparaturzeit (h) Reparaturzeit (h)

Abbildung 5.28: yH2AX-Analyse der Reparatur etoposidinduzierter DSBs in primaren humanen
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Fibroblasten

(A) Reparatur etoposidinduzierter DNA-Schaden in GO/G1l. Konfluente WT-Fibroblasten (HSF1)
wurden 1 h mit Etoposid (20 uM, 100 pM, 300 pM) behandelt. Anschlieend wurden die Zellen zur
Reparatur  kultiviert (15min, 2h, 4h, 6h, 8h). Nach der Fixierung erfolgte die
Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX. Die dargestellten Datenpunkte zeigen den Mittelwert aus
mindestens drei unabhangigen Experimenten. Die in unbestrahlten Zellen ermittelten Kontrollwerte
(0,2-0,4 Foci) wurden abgezogen. Die Fehlerbalken entsprechen dem Standardfehler der Mittelwerte
und liegen teilweise innerhalb der Symbole.

(B) Reparatur etoposidinduzierter DNA-Schaden in G2. Exponentiell wachsende WT-Fibroblasten
wurden 1 h mit Etoposid (2 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM) behandelt und zur Reparatur inkubiert (15 min,
2 h, 4 h, 6 h, 8 h). Nach der Fixierung erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX und CENP-F.
Die Quantifizierung der yH2AX-Foci erfolgte in CENP-F-positiven G2-Zellen. Die Datenpunkte zeigen
den Mittelwert aus mindestens drei unabhangigen Experimenten, Hintergrundwerte (2,2-2,9 Foci)
wurden abgezogen. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler der Mittelwerte dar und liegen
teilweise innerhalb der Symbole.

In stationdren Fibroblasten werden durch Behandlung mit 20 uM Etoposid 42,9 DSBs
induziert, 100 uM Etoposid fuhren zu etwa 140 DSBs (Abb. 5.28A). Diese Schaden sind 4 h
nach Schadensinduktion bereits zu tGber 90 % repariert (2,9 Foci bei 20 uM bzw. 8,6 Foci bei
100 uM Etoposid). Die Behandlung mit 300 uM Etoposid resultiert in einer grol3en Anzahl an
DSBs und sorgt fur das Auftreten einer pan-nukleédren yH2AX-Farbung. Mit dem Fortschreiten
der Reparatur ist die Quantifizierung der Signale durch die Auflésung in punktformige yH2AX-
Signale ab etwa 4 h nach Schadensinduktion moglich. Eine Auswertung der Anzahl
vorhandener yH2AX-Foci erfolgte daher fur die 4 h-, 6 h- und 8 h-Reparaturpunkte. Hier
kénnen 33,1 Foci quantifiziert werden, was bei der enormen Anzahl an induzierten DSBs auf
eine ebenfalls sehr rasche Reparatur hindeutet (Abb. 5.28A).

Exponentiell wachsende Zellen reagieren empfindlicher auf Etoposid und werden daher mit
niedrigeren Konzentrationen behandelt. Die entstehenden DSBs (94,6 Foci bei 2 uM,
120,0 Foci nach 5 uM Etoposid) werden ebenfalls innerhalb von 4 h zu etwa 90 % repariert
(8,6 Foci bei 2 uM, 14,9 Foci bei 5 uM Etoposid) (Abb. 5.28B). Die Behandlung mit 10 uM
bzw. 20 uM Etoposid fuhrt aufgrund der hohen Anzahl an induzierten DNA-Schaden zu einem
flachigen yH2AX-Signal. Die Quantifizierung ist ab 2 h (10 uM Etoposid) bzw. ab 4 h (20 uM
Etoposid) mdglich (Abb. 5.28B). Hier deutet die Anzahl detektierter yH2AX-Foci ebenfalls auf
einen sehr raschen Reparaturverlauf hin.

Die Reparaturkinetiken nach unterschiedlichen Etoposidkonzentrationen zeigen, dass der
Grofdteil der induzierten DNA-Schaden in relativ kurzer Zeit repariert wird. Zur besseren
Beurteilung des zeitlichen Verlaufs der Reparatur nach Etoposidbehandlung wurde diese
exemplarisch fur eine Etoposidkonzentration in GO/G1 sowie in G2 mit der Reparatur
strahleninduzierter DSBs verglichen. Die jeweilige Anzahl verbliebener Foci wurde in Relation

zum Induktionswert (15 min) angegeben.
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Abbildung 5.29: yH2AX-Analyse der Reparatur etoposid- und strahleninduzierter DSBs in priméren
humanen WT-Fibroblasten.

(A) WT-Fibroblasten (HSF1) wurden bis zur Konfluenz kultiviert und fur 1 h mit 20 uyM Etoposid
behandelt. Nach vollstandiger Entfernung des Etoposids erfolgte die Zugabe von frischem Medium,
anschlieBend wurden die Zellen zur Reparatur fur 15 min, 2h, 4h, 6 h, 8 h kultiviert. Nach der
Fixierung erfolgte die spezifische yH2AX-Farbung.

(B) Exponentiell wachsende WT-Zellen wurden 1 h mit 5 uM Etoposid behandelt, anschliefend mit
PBS gewaschen und mit frischem Medium und Aphidicolin versetzt. Nach Ablauf der Reparaturzeit
(15 min, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h) wurden die Zellen fixiert und es erfolgte der Immunfluoreszenznachweis von
yH2AX und CENP-F. Die Quantifizierung der yH2AX-Foci erfolgte in CENP-F-positiven G2-Zellen.
Zudem wurden exponentiell wachsende WT-Fibroblasten mit 2 Gy IR bestrahlt und nach der Zugabe
von Aphidicolin zur Reparatur inkubiert. Nach Ablauf der Reparaturzeit (15 min, 2h, 4h, 6 h, 8 h)
wurden die Zellen fixiert und anschlieRend mit spezifischen Antikérpern gegen yH2AX und CENP-F
gefarbt. Die Auswertung der yH2AX-Foci erfolgte in G2. Zur besseren Vergleichbarkeit der
Reparaturkinetiken wurde die Anzahl der jeweils ermittelten yH2AX-Foci in Relation zum 15 min-
Induktionswert dargestellt (%). Der im Diagramm angegebene Anteil der langsamen Komponente an
der Reparatur wurde durch exponentielle Extrapolation der 4 h-, 6 h-, und 8 h-Reparaturpunkte
berechnet. Die abgebildeten Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten aus mindestens drei
unabhéngigen Experimenten, die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte in Relation
zum 15 min-Induktionswert und liegen teilweise innerhalb der Symbole.

Die Reparatur von etoposidinduzierten Briichen zeigt sowohl in G1 (Abb. 5.29A) wie auch in
G2 (Abb. 5.29B) einen deutlich rascheren Verlauf als nach ionisierender Strahlung. Bereits 2 h
nach Etoposidbehandlung sind etwa 20-30 % mehr Briiche repariert als nach Bestrahlung. Die
langsame Reparaturkomponente ist zudem fir einen deutlich geringeren Anteil der induzierten
DSBs verantwortlich, wie die in Abb. 5.29 gezeigte Extrapolation verdeutlicht. Werden nach IR
noch 51,17 % der Bruche in G1 bzw. 52,57 % in G2 der langsamen Komponente zugefuhrt, so
betragt dieser Anteil nach Etoposidbehandlung lediglich 9,83 % in G1 bzw. 19,0 % in G2
(Abb. 5.29).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Beschaffenheit eines DNA-Schadens Einfluss auf den
Verlauf und die Geschwindigkeit der DSB-Reparatur sowohl in der G1- wie auch in G2-Phase
hat.
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5.5.2. Untersuchung des Anteils der Artemis-abhangigen Reparatur an
etoposidinduzierten DNA-Schaden

Bei der Reparatur strahleninduzierter DSBs wird die langsame Komponente in der G1- und
G2-Phase durch die ATM/Artemis-abhangige Reparatur reprasentiert. Schaden, die ATM und
Artemis bendtigen, werden in G1 durch NHEJ repariert, wahrend in G2 die HR eingesetzt
wird.

Um die genetische Abhangigkeit der etoposidinduzierten DNA-Schéden von Artemis und den
Zusammenhang zur HR in G2 zu uUberprifen, wurde untersucht, ob Defizienzen in der
langsamen Komponente zur Auspragung von Reparaturdefekten nach Etoposidbehandlung
fuhren. Dazu wurden stationare sowie exponentiell wachsende priméare humane Fibroblasten
mit Defekten in Artemis und BRCA2 sowie WT-Zellen mit Etoposid behandelt, nach Ablauf der
jeweiligen Reparaturzeit fixiert und gegen yH2AX und CENP-F gefarbt. Der 15 min-
Induktionspunkt wurde am Bildschirm ausgewertet, die Reparaturpunkte wurden manuell am
Mikroskop gezahlt. Das Ergebnis ist in Abb. 5.30A und 5.30B dargestellt.

Da die Reparatur von etoposidinduzierten DNA-Schaden hauptsachlich tUber die schnelle
Reparaturkomponente verlauft und der Anteil der langsame Komponente im Vergleich zu
strahleninduzierten Schaden deutlich reduziert ist (Abb. 5.29), kann die Bedeutung von
Artemis fur die Reparatur dieser Briiche nur schwer analysiert werden. Es stellt sich daher die
Frage, ob der Anteil der langsamen Komponente an der Reparatur von Etoposidschaden
durch Erhdhung der initial vorhandenen Schadenszahl gesteigert werden kann. Um eine
grol3e Schadenszahl zu induzieren wurden sehr hohe Etoposidkonzentrationen eingesetzt.
Der Verlauf der Reparatur wurde mit Hilfe der yH2AX-Immunfluoreszenz verfolgt und
quantifiziert. Das Ergebnis ist in Abb. 5.30C und 5.30D gezeigt.
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Abbildung 5.30: yH2AX-Analyse der Reparatur von etoposidinduzierten DSBs in primdren humanen
Fibroblasten.

(A) Zur Untersuchung der Reparatur etoposidinduzierter DSBs in GO/G1 wurden Artemis-defiziente
CJ179, BRCA2-defiziente HSC62 sowie WT-Zellen (HSF1) bis zur Konfluenz auf Deckglasern
kultiviert. Die Etoposidbehandlung erfolgte mit einer Konzentration von 20 uM Etoposid in
vorgewarmtem Zellkulturmedium fur 1 h bei 37 °C. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die
Zellen mit frischem Medium versetzt und zur Reparatur (15 min, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h) kultiviert. Die Zellen
wurden nach Ablauf der Reparaturzeit fixiert und gegen yH2AX gefarbt.

(B) Zur Analyse der Reparatur etoposidinduzierter Briche in G2 wurden exponentiell wachsende
Artemis-defiziente CJ179, BRCAZ2-defiziente HSC62 sowie WT-Zellen (HSF1) verwendet. Diese
wurden 1 h mit 5puM Etoposid in Zellkulturmedium behandelt, anschlieBend zweimal mit PBS
gewaschen und mit frischem Medium versetzt. Der Zugabe von Aphidicolin schloss sich eine
Reparaturzeit von 15min, 2h, 4h, 6 h, 8 h an. Die Zellen wurden fixiert und mit spezifischen
Antikérpern gegen yH2AX und CENP-F gefarbt. Die Auswertung erfolgte in G2.

(C) Konfluente Artemis-defiziente CJ179, BRCA2-defiziente HSC62 sowie WT-Zellen wurden fir 1 h
mit 300 uM Etoposid behandelt, gewaschen, mit frischem Medium versetzt und im Anschluss zur
Reparatur fiir 4 h, 6 h, 8 h kultiviert. Nach der Fixierung erfolgte die spezifische yH2AX-Farbung.

(D) Exponentiell wachsende Artemis-defiziente CJ179, BRCA2-defiziente HSC62 sowie WT-Zellen
wurden 1 h mit 20 uM Etoposid behandelt, gewaschen, mit frischem Medium versetzt und nach
Aphidicolin-Zugabe fur 4 h, 6 h, 8 h kultiviert. Neben yH2AX wurde parallel CENP-F gefarbt. Die
Quantifizierung erfolgte in G2. Die gezeigten Datenpunkte entsprechen dem Mittelwert aus mindestens
drei unabhangigen Ansatzen, die Kontrollwerte (etwa 0,2 Foci in G1 und 2-3 Foci in G2) wurden
abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte.

Auch nach Etoposidbehandlung zeigen BRCA2-defiziente HSC62 in GO/G1 im Vergleich zu
WT-Zellen keine Unterschiede im Verlauf der Reparaturkinetik (Abb. 5.30A). Dies ist
konsistent mit der fehlenden Beteiligung der HR an der DSB-Reparatur in GO/G1. Wahrend in

Artemis-defizienten CJ179 nach Bestrahlung 15-20 % der induzierten Brliche unrepariert
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verbleiben (vergleiche Abb. 5.9), ist bei etoposidinduzierten DNA-Schaden in GO/G1 die
Anzahl an yH2AX-Foci im Vergleich zu WT-Zellen nur leicht erhdht (13,4 gegentber 5,7 Foci,
Abb. 5.30A). Es verbleiben somit nach 8 h lediglich etwa 7 DSBs im Vergleich zu WT-Zellen
unrepariert, was bei einem initialen Schadensausmald von etwa 145 DSBs 5 % entspricht. In
der G2-Phase zeigen Artemis- und BRCA2-defiziente Zellen nach IR im Vergleich zum WT
einen Defekt der langsamen Reparaturkomponente, der etwa 15-20 % der DNA-Schaden
betrifft (vergleiche Abb. 5.9). Etoposidinduzierte Briiche dagegen kénnen in Artemis-
defizienten Zellen (15,5 Foci) ebenso wie in BRCA2-Mutanten (16,0 Foci) mit einer nur leicht
reduzierten Effizienz wie in WT-Zellen repariert werden (10,0 Foci). Die Differenz von etwa
6 Foci entspricht bei einer Induktion von 120-160 Foci etwa 3-4 % (Abb. 5.30B).

Um den Anteil der langsamen Komponente an der Reparatur von Etoposidschaden durch
Erhdhung der initial vorhandenen Schadenszahl zu steigern, wurden hohe
Etoposidkonzentrationen zur Schadensinduktion eingesetzt. Durch Behandlung von
stationaren Fibroblasten mit 300 uM Etoposid sollten bei angenommener Linearitat der
Induktion schatzungsweise 450-500 DSBs entstehen. Diese werden in WT-Zellen und
BRCA2-defizienten Zellen innerhalb von 8 h bis auf einen Restschaden 23,0 bzw. 23,5 DSBs
repariert (Abb. 5.30C). Dagegen weisen Artemis-defiziente CJ179 nach 8 h 34,2 DSBs auf.
Somit verbleiben hier 11,2 DSBs unrepariert, was etwa 2,5 % der initial vorhandenen Schaden
entspricht (Abb. 5.30C). In G2-Zellen sollte nach Behandlung mit 20 uM Etoposid ein
ahnliches initiales Schadensausmal? von 450-500 DSBs auftreten. WT-Zellen weisen nach 8 h
etwa 38,8 Foci auf, dagegen liegen in BRCA2- und Artemis-defizienten Zellen noch 56,0 bzw.
58,7 yH2AX-Foci vor (Abb. 5.30D). Diese Differenz von etwa 17 bzw. 20 Foci entspricht somit
einem Anteil von 3-4 %.

Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass sowohl in GO/G1 als auch in G2 ein kleiner Teil von
2,5-5,0 % der chemisch einfach strukturierten etoposidinduzierten Briiche der Bearbeitung
durch Artemis bedirfen und mit Hilfe der langsamen Komponente repariert werden
(Abb. 5.30A-D). BRCAZ2-defiziente HSC62 zeigen in GO/G1l keine Einschrankung der
Reparaturkapazitat (Abb. 5.30A und 5.30C), der Reparaturprozess dieser Briche wird in
GO0/G1 durch NHEJ abgeschlossen. Dagegen kann in G2 ein ahnliches Schadensausmal wie
in Artemis-defizienten Zellen beobachtet werden (Abb. 5.30B und 5.30D). Dies deutet darauf
hin, dass auch bei etoposidinduzierten DNA-Schéden die ATM/Artemis-abhangigen Briiche

mittels HR repariert werden.
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5.5.3. Quantifizierung des Anteils der HR an der Reparatur etoposidinduzierter
DSBs

In der G2-Phase haben ATM und Artemis geringen Anteil an der Reparatur von
etoposidinduzierten DSBs. Um zu verifizieren, dass es sich tatsachlich um Briiche handelt, die
mittels HR repariert werden, wurde die Beteiligung der HR an der Reparatur
etoposidinduzierter Briiche direkt untersucht. HR-assoziierte Proteine wie Rad51 bilden am
Schadensort Proteinagglomerate. Diese kénnen mit Hilfe spezifischer Antikoérper als Mikrofoci
sichtbar gemacht und quantifiziert werden (Abb. 5.31A, vergleiche Abb. 5.26A). Rad51-Foci
treten mit deutlich langsamerer Kinetik als yH2AX-Foci in der S- und G2-Phase des Zellzyklus
auf, kolokalisieren mit yYH2AX und dienen als direkter Nachweis von HR-assoziierten DSBs
(Bekker-Jensen et al. 2006).

Zur Untersuchung der HR-vermittelten Reparatur wurden exponentiell wachsende priméare
humane WT-Fibroblasten mit unterschiedlichen Etoposidkonzentrationen behandelt, nach der
Reparatur fixiert und anschlieRend mit spezifischen Antikdrpern gegen yH2AX und Rad51
gefarbt. Die ldentifizierung der Zellzyklusphase wurde wie in Kapitel 5.1.1 beschrieben anhand
der Intensitat des DAPI-Signals und des yH2AX-Musters durchgefuhrt. Die Quantifizierung der
Rad51-Foci erfolgte in der G2-Phase und ist in Abb. 5.31B gezeigt. Zum Vergleich des Anteils
der HR an der Gesamtreparatur wurden zudem IR-behandelte Zellen analysiert. Die Anzahl
der Rad51-Foci wurde prozentual auf den Induktionswert der yH2AX-Foci, der die Gesamtzahl

entstandener DSBs widerspiegelt, bezogen. Das Ergebnis ist in Abb. 5.31C dargestellt.
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Abbildung 5.31: Analyse von yH2AX- und Rad51-Foci nach Etoposidbehandlung und Bestrahlung in
primaren humanen Fibroblasten.
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(A) Immunfluoreszenzaufnahme von yH2AX- und Rad51-Foci in WT-Fibroblasten (HSF1). Exponentiell
wachsende WT-Zellen wurden 1 h mit 10 uM Etoposid behandelt und nach Ablauf einer Reparaturzeit
von 2 h durch Methanol-Aceton-Behandlung fixiert. Anschlie3end erfolgte die Immunfluoreszenzfarbung
von yH2AX und Rad51. Die Identifizierung der Zellzyklusphase wurde anhand der Intensitat des DAPI-
Signals durchgefiihrt. Die gezeigte G2-Zelle wurde bei 630facher VergréRerung aufgenommen. DAPI
ist blau gefarbt, wahrend yH2AX rot dargestellt ist. Rad51 bildet Mikrofoci, die griin gefarbt wurden und
mit yH2AX kolokalisieren.

(B) Quantifizierung der Rad51-Foci nach Etoposidbehandlung von WT-Fibroblasten. HSF1 wurden fir
1 h mit 2 uM, 5 uM, 10 uM bzw. 20 uM Etoposid behandelt und nach Ablauf der Reparaturzeit (15 min,
2h, 4h, 6 h, 8h) fixiert. Nach Immunfluoreszenzfarbung von Rad51 erfolgte die Quantifizierung der
Foci in G2-Zellen, die anhand der DAPI-Intensitat identifiziert wurden. Dargestellt ist die Absolutzahl der
zum jeweiligen Reparaturpunkt gezéhlten Foci.

(C) Vergleich des Anteils von Rad51-Foci an der Reparatur etoposid- und strahleninduzierter DSBs.
Exponentiell wachsende WT-Fibroblasten (HSF1) wurden mit 5 uM Etoposid behandelt, fixiert und die
Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX und Rad51 durchgefuhrt. Zudem wurden Zellen mit 2 Gy IR
bestrahlt, nach der Bestrahlung mit Aphidicolin versetzt und nach Ablauf einer Reparaturzeit (15 min,
2 h, 4 h, 6 h, 8 h) fixiert. Die Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX und Rad51 wurde durchgefihrt und
in G2 ausgewertet. Zur Ermittlung des Anteils der HR an der Gesamtreparatur wurde die Anzahl an
Rad51-Foci zu jedem Zeitpunkt in Relation zur Gesamtzahl induzierter DSBs gesetzt, die bei der
Quantifizierung der yH2AX-Foci des 15 min-Reparaturpunktes ermittelt wurde (%).

Die dargestellten Datenpunkte entsprechen den Mittelwerten aus mindestens drei unabhangig
durchgefiihrten Ansatzen. Die in unbehandelten Kontrollen ermittelten Hintergrundwerte
(2,5-4,1 yH2AX-Foci, 0,8-2,6 Rad51-Foci) wurden abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler der Mittelwerte und liegen teilweise innerhalb der Symbole.

Die Behandlung von WT-Fibroblasten mit Etoposid fuhrt zur Induktion von Rad51-Foci. Diese
erreichen 2 h nach Schadensinduktion ein Maximum und verschwinden anschlieRend mit
fortschreitender Reparatur wieder, ein Verhalten das auch bei der Reparatur
strahleninduzierter DNA-Schaden beobachtet werden kann (Abb. 5.31B, vergleiche
Abb. 5.26A). Interessanterweise entspricht die Anzahl an Rad51-Foci 2h nach
Schadensinduktion nahezu der Anzahl an yH2AX-Foci und damit DSBs, die ab 4 h durch die
langsame Komponente repariert werden (Abb. 5.31B, vergleiche Abb. 5.28B). Nach 2 pM
Etoposid sind 6,6 Rad51-Foci vorhanden, was mit 8,6 YH2AX-Foci bei 4 h korreliert. Dieser
Zusammenhang zeigt sich auch nach der Behandlung mit 5 uM (11,0 Rad51-Foci gegentber
14,9 yH2AX-Foci) bzw. 10 uM Etoposid (20,3 Rad51-Foci gegentber 23,2 yH2AX-Foci). Dies
verdeutlicht, dass die langsame Reparaturkomponente in G2 nahezu vollstandig durch den
Reparaturweg der HR dargestellt wird. Der Vergleich der aufgetretenen Rad51-Foci in
Relation zur Gesamtzahl der durch Etoposid bzw. IR induzierten DSBs zeigt, dass der Anteil
der HR nach Etoposidbehandlung deutlich reduziert ist (Abb. 5.31C). Lediglich ca. 10 % der
chemisch einheitlichen Etoposidbriiche weisen zusétzlich eine Agglomeration von Rad51 auf,
wahrend nach der Applikation von Réntgenstrahlung etwa 35 % der DSBs lber HR repariert
werden (Abb. 5.31C).

Aufgrund der Beteiligung von Artemis an der HR zeigen Artemis-defiziente Zellen nach
Bestrahlung eine eingeschréankte Ausbildung von Rad51-Foci (Barton, miindliche Mitteilung,
Abb. 5.26B). Zur Verifizierung der oben gezeigten Rolle von Artemis bei der Reparatur
etoposidinduzierter DSBs wurde eine Rad51-Foci-Analyse durchgefuihrt. Dazu wurden
Artemis-defiziente CJ179, BRCA2-defiziente HSC62 sowie WT-Zellen (HSF1) mit Etoposid
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behandelt und nach einer Reparaturzeit von 2 h geerntet. Nach der Fixierung erfolgte die
Immunfluoreszenzfarbung von Rad51, die Quantifizierung der Rad51-Foci erfolgte in G2-

Zellen, die anhand des DNA-Gehaltes identifiziert wurden.
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Abbildung 5.32: Rad51-Foci-Analyse von primaren humanen Fibroblasten nach Etoposidbehandlung.
Exponentiell wachsende Artemis-defiziente CJ179, BRCA2-defiziente HSC62 sowie WT-Zellen (HSF1)
wurden 1 h mit 2 uM (A) bzw. 5 uM (B) Etoposid behandelt. Nach einer Reparaturzeit von 2 h erfolgte
die Fixierung und anschlieende Immunfluoreszenzfarbung der Zellen. Die Quantifizierung der Rad51-
Foci wurde in G2-Zellen durchgefiihrt, die anhand der Intensitat des DAPI-Signals identifiziert wurden.
Die dargestellten Datenpunkte entsprechen dem Mittelwert aus mindestens drei unabhéngigen
Experimenten. In unbehandelten Kontrollen ermittelte Hintergrundwerte (1,9-2,3 Rad51-Foci) wurden
abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte.

Artemis-defiziente Zellen zeigen nach Behandlung mit 2 uM Etoposid mit 4,6 Foci eine
gegeniber dem WT (6,6 Foci) reduzierte Zahl an Rad51-Foci. Dieser Effekt vergréRert sich
bei einer durch 5 uM Etoposid erhthten Schadenszahl (7,6 gegenuber 11,0 Foci, Abb. 5.32B).
Somit konnte die Beteiligung von Artemis an der Reparatur von etoposidinduzierten DSBs

bestatigt werden.

Zusammengefasst verdeutlichen die gezeigten Ergebnisse, dass die Reparatur einer
Subpopulation von DNA-Schaden fir die Reparatur durch die langsame Komponente der
Reparatur vorgesehen ist. Dieser Anteil ist nach Réntgenbestrahlung, welche DNA-Schaden
mit sehr unterschiedlicher Struktur und chemischer Beschaffenheit verursacht, erheblich
groRer als bei vergleichsweise einfachen DSBs, wie sie durch Behandlung mit dem Topoll-Gift
Etoposid entstehen. Die Reparatur dieser Subpopulation erfordert funktionelles ATM und
Artemis, bevor die Bruchenden durch NHEJ in G1 bzw. durch HR in G2 wieder verbunden

werden.



Ergebnisse 114

5.6. Untersuchungen zur Beteiligung des MRN-Komplexes an der DSB-Reparatur

5.6.1. Vergleichende Betrachtung der DNA-Reparatur nach Behandlung mit
Etoposid und IR

Der MRN-Komplex ist aufgrund seiner Beteiligung an der Erkennung von DNA-Schaden fir
die Initiation der Schadensantwort von grol3er Bedeutung (Assenmacher & Hopfner 2004).
Zudem nimmt der MRN-Komplex eine direkte Rolle in der DSB-Reparatur in G2 wabhr, er wird
bei der Resektion der Bruchenden in den Anfangsschritten der HR bendtigt (Valerie & Povirk
2003). Es konnte gezeigt werden, dass die Endonukleaseaktivitdit von MRN auch fir die
Reparatur einer speziellen Art von DNA-Schaden, namlich solchen, die kovalente DNA-
Protein-Verknipfungen aufweisen, bendtigt wird (Hartsuiker et al. 2009). Etoposid arretiert die
Topoll als cleavable complex. In diesem Zustand liegt eine kovalente Verknipfung des
Enzyms mit dem 5°-Ende des DSBs vor (Wang 1996). Um zu analysieren, inwieweit der MRN-
Komplex eine Bedeutung fir die Reparatur von etoposidinduzierten Schaden hat, wurden
primare humane Fibroblasten mit Defizienzen in Komponenten des MRN-Komplexes in der
G1-Phase analysiert. Somit konnte spezifisch die Funktion von MRN bei der Reparatur von
Protein-DNA-Komplexen untersucht werden, ohne dass zusatzliche Effekte durch die
Beteiligung von MRN an der HR auftreten.

Zudem wurden die Auswirkungen von Defekten im MRN-Komplex auf die Reparatur von
strahleninduzierten DNA-Schéden untersucht, die nur selten Protein-DNA-crosslinks
aufweisen (Friedberg et al. 2006). Zur Abschétzung der Einschrankung der Reparatur wurden
zudem Zellen mit Defizienzen in der langsamen und der schnellen Komponente der Reparatur
hinzugezogen.

Primare humane Fibroblasten mit Defizienzen in Komponenten des MRN-Komplexes, ATM,
Artemis und Ligase IV (Lig4) sowie WT-Zellen wurden mit Etopsid bzw. mit Rontgenstrahlung
behandelt. Die Reparatur der induzierten DNA-Schaden wurde mit Hilfe der yH2AX-

Immunfluoreszenz in der G1-Phase bzw. in GO/G1 quantifiziert.
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Abbildung 5.33: yH2AX-Analyse von primaren humanen Fibroblasten nach Behandlung mit IR bzw.
Etoposid.

(A) Artemis-defiziente CJ179, ATM-defiziente AT1IBR und NBS1-defiziente NBS bzw. NBS-F sowie
WT-Zellen wurden im exponentiellen Wachstum mit 2 Gy IR bestrahlt, mit Aphidicolin versetzt und zur
Reparatur fir 15 min, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h kultiviert. Die Zellen wurden fixiert, yH2AX und CENP-F wurden
immunfluoreszenztechnisch gefarbt. Die Auswertung erfolgte in G1.

(B) Zellen mit Defekten in ATM (AT1BR), Artemis (CJ179), Mrell (ATLD2), NBS1 (NBS, NBS-F), Lig4
(180BR) sowie WT-Zellen wurden stationar fir 1 h mit 20 uM Etoposid behandelt, gewaschen und mit
frischem Medium versetzt. Nach Ablauf der Reparaturzeit (15 min, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h) wurden die Zellen
fixiert und mit spezifischen Antikdrpern gegen yH2AX gefarbt. Die dargestellten Datenpunkte
entsprechen dem Mittelwert aus mindestens drei unabhéangigen Ansatzen. Die Hintergrundwerte (etwa
0,2 Foci) wurden abgezogen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der Mittelwerte.

Die Bestrahlung der untersuchten Zelllinien fihrt zum Auftreten von 33-37 yH2AX-Foci. Diese
verschwinden in WT-Zellen mit fortschreitender Reparaturzeit bis auf einen Restschaden von
2-4 Foci (Abb. 5.33A). Die resultierende Reparaturkinetik zeigt den bereits beschriebenen
biphasischen Verlauf. ATM- und Artemis-defiziente Zellen weisen den erwarteten
Reparaturdefekt auf. Auch in NBS1-defiziente Fibroblasten tritt nach IR ein Reparaturdefekt
auf (Abb. 5.33A). Der Verlauf der Kinetik und das Ausmali des Defektes zeigen dabei grol3e
Ahnlichkeit zu ATM- und Artemis-defizienten Zellen. Damit scheint der MRN-Komplex nach IR

fur die Reparatur ATM- und Artemis-abhangiger Briiche notwendig zu sein.
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Durch Behandlung mit 20 uM Etoposid entstehen in konfluenten Zellen 35-41 DSBs, die
innerhalb von 8 h nahezu bis auf Hintergrundniveau (etwa 1 Focus) repariert werden
(Abb. 5.33B). Die Reparaturkinetiken von ATM- und Artemis-defizienten Zellen unterscheiden
sich nach Etoposidbehandlung nicht vom WT. Dagegen verbleibt in Zellen, die aufgrund von
Defekten in Mrell bzw. NBS1 keinen MRN-Komplex ausbilden kdnnen, ein Anteil von etwa
25-30 % der initialen Briiche unrepariert (Abb. 5.33B). In Lig4-defizienten Zellen bleiben etwa
75 % der Briche erhalten (Abb. 5.33B).

Der deutlich Unterschied in der Reparatureffizienz von ATM- und Artemis-defiziente Zellen im
Vergleich zu Zellen mit Defekten in Komponenten des MRN-Komplex deutet darauf hin, dass
der MRN-Komplex bei der Reparatur etoposidinduzierter Briiche eine zusatzliche Rolle

unabhangig von der Funktion von ATM und Artemis austibt.

5.6.2. Kontrollexperiment zur Beteiligung des MRN-Komplexes an der Reparatur
etoposidinduzierter DNA-Schaden

Um zu beweisen, dass der Reparaturdefekt von Zellen mit Defekten in Komponenten des
MRN-Komplexes auf die Anwesenheit etoposidinduzierter  Topoll-DNA-Komplexe
zurickzufihren und damit spezifisch ist, wurde eine Vorbehandlung mit einem Topoll-Inhibitor
durchgefuhrt. Aclarubicin (Aclacinomycin A) gehort zur Gruppe der Anthracycline und wirkt als
antineoplastisches Antibiotikum. Durch Interkalation des Proteins in die DNA wird die
Kontaktaufnahme der Topoll mit der DNA verhindert und es kommt nicht zur
enzyminduzierten Einfuhrung von DSBs in die DNA (Jensen et al. 1990). Somit wird dem
Eingreifen von Etoposid in den Wirkmechansimus von Topoll und der Induktion von
persistierenden DSBs vorgebeugt. Zur Uberpriifung der Spezifitait der Reparaturstudien
etoposidinduzierter DSBs wurden Mrell-defiziente sowie WT-Zellen vor der
Etoposidbehandlung mit Aclarubicin vorbehandelt. Nach der Fixierung der Zellen erfolgte die
Immunfluoreszenzfarbung von yH2AX (Abb. 5.34A) und die anschlieRende Quantifizierung
vorhandener DSBs (Abb. 5.34B).
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Abbildung 5.34: yH2AX-Immunfluoreszenzfarbung nach Behandlung von priméren humanen
Fibroblasten mit Etoposid bzw. mit Aclarubicin und Etoposid

(A) Repréasentative Immunfluoreszenz-Aufnahmen von primdren humanen Fibroblasten. Stationare
Mrell-defiziente ATLD2 sowie WT-Zellen wurden 30 min mit 5 uM Aclarubicin behandelt, gewaschen
und anschlieend fir 1 h mit 100 uM Etoposid inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde frisches
Medium zugegeben, fiir weitere 15 min kultiviert und fixiert. Zudem wurden Zellen 30 min mit 5 uM
DMSO versetzt, anschlieBend 1 h mit 100 uM Etoposid behandelt und nach 15 min Reparatur fixiert.
Kontrollzellen wurde bei identischem Ablauf DMSO in den entsprechenden Konzentrationen zugegeben.
Nach der spezifischen Farbung von yH2AX (griin) und unspezifischer Gegenfarbung mit DAPI (blau)
erfolgte die Aufnahme bei 630facher VergréRerung.

(B) Quantitative Auswertung der yH2AX-Foci-Analyse. Stationére Fibroblasten wurden wie beschrieben
behandelt, gefarbt und ausgewertet. Dazu wurden Aufnahmen bei 630facher VergréRerung angefertigt
und am Bildschirm ausgewertet. Die gezeigten Datenpunkte entsprechen dem Mittelwert aus zwei
unabhéngigen Ansatzen. Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler der Mittelwerte dar.

Durch Behandlung mit Etoposid erfolgt die massive Induktion von DSBs in beiden
behandelten Zelllinien. Dagegen liegt die erzielte Anzahl an DSBs nach kombinierter
Aclarubicin-Etoposid-Behandlung ebenso wie nach alleiniger Aclarubicin-Behandlung auf
Kontrollniveau (Abb. 5.34). Somit kann der etoposidinduzierten Entstehung von DSBs durch
Aclarubicinbehandlung sowohl in WT-Zellen wie auch in Mrell-defizienten Fibroblasten
vollsténdig entgegengewirkt werden. Dieses Kontrollexperiment zeigt, dass die beobachteten
Reparaturdefekte auf die durch Etoposidbehandlung induzierten DNA-Schaden
zurickzufuhren sind.

Zusammengefasst beweisen diese Ergebnisse eine Beteiligung des MRN-Komplexes an der

Aufldsung von kovalent verknlpften Protein-DNA-Komplexen.
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6. Diskussion

6.1. Einfluss von heterozygoten Mutationen in BRCA1 bzw. BRCA2 auf die
Reparatur von strahleninduzierten DSBs

In den durchgefiihrten Studien wurde der Einfluss von heterozygoten BRCA-Mutationen auf
das Reparaturvermégen von primaren humanen Fibroblasten nach der Einwirkung
ionisierender Strahlung untersucht. Hintergrund fiir diese Untersuchungen ist, dass Menschen
mit einer erblichen Pradisposition fir Brustkrebs héufig eine heterozygote Keimbahnmutation
von BRCA1 oder BRCA2 aufweisen. Um eine mdglichst frihzeitige Entdeckung eines
entstandenen Tumors zu gewdhrleisten, wird betroffenen Personen eine frihzeitige und
regelmalige Mammographie empfohlen. Diese setzt in der Regel funf Jahre vor dem
frhesten in der Familie aufgetretenen Brustkrebsfall ein und wird ein- bis zweimal pro Jahr
durchgefiihrt. Jedoch wird sowohl BRCAl1 wie auch BRCA2 eine Rolle in der DNA-
Schadensantwort zugeordnet. Dies fuhrt zu der Frage, inwieweit der Verlust eines Allels zur
Einschrankung des Reparaturvermégens einer Zelle fiihrt. Zudem ist bekannt, dass das Risiko
einer strahleninduzierten Entstehung von Krebs in jungen Jahren gro3 ist und mit
zunehmendem Lebensalter abnimmit.

Im Korper befindet sich die Mehrzahl der Zellen nach der Spezialisierung auf die jeweilige
Aufgabe in einem teilungsinaktiven Zustand, der in der Kultur von priméren Zellen durch
Erreichen eines bestimmten Dichtegrades simuliert werden kann. Die Zellen treten nach
Kontaktinhibition aus dem Zellzyklus aus und kénnen in der GO/G1-Phase untersucht werden.
Die yH2AX-Analyse stationarer Zellen nach Mammographie-ahnlicher 25 kV-Réntgenstrahlung
konnte keine Einschrankung der Reparatur in den untersuchten Zelllinien feststellen
(Abb. 5.7). Auch der zeitliche Verlauf der Reparaturkinetik offenbart keine Unterschiede
zwischen den BRCALl- bzw. BRCA2-Mutanten und den mitgefihrten WT-Zellen. Die
Ergebnisse der yH2AX-Analyse zeigen, dass die Reparatur strahleninduzierter DSBs vom
heterozygoten BRCA-Status nicht negativ beeinflusst wird.

Der Einfluss einer heterozygoten Mutation in BRCA1l ebenso wie in BRCA2 auf das
Reparaturvermogen einer Zelle wird in der Literatur sehr kontrovers diskutiert. Verschiedene
Arbeiten zeigen eine erhohte Radiosensitivitat von BRCA-Mutanten gegeniiber Kontrollzellen
(Foray et al. 1999, Rothfuss et al. 2000, Trenz et al. 2002, Buchholz et al. 2002), wahrend
dieser Zusammenhang in anderen Studien nicht offensichtlich wird (Baria et al. 2001,
Nieuwenhuis et al. 2002, Trenz et al. 2003). Jedoch variieren in den Untersuchungen die
Zellart, die analysierte Zellzyklusphase, die angewandten Methode sowie die Art der
Schadensinduktion. So konnte durch Mikrokern-Analyse (micronucleus test, MNT) von
peripheren Blutlymphozyten in GO/G1 ein Zusammenhang zwischen heterozygotem BRCA1-

Status in peripheren Blutlymphozyten und erhdhter Mutagensensitivitéat festgestellt werden
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(Rothfuss et al. 2000, Trenz et al. 2002). Die Untersuchung von Blutlymphozyten mittels
Chromosomenanalyse in G2 bzw. Comet-Assay konnte diesen Effekt jedoch nicht bestéatigen
(Baria et al. 2001, Trenz et al. 2003). Die Immortalisierung von charakterisierten Lymphozyten
(Trenz et al. 2002) durch EBV zur Herstellung lymphoblastoider Zelllinien scheint die
Mutagensensitivitdt zu reduzieren, sodass Unterschiede zwischen BRCA-Mutanten und
Kontrollzellen durch MNT in GO nicht mehr nachgewiesen werden konnten (Trenz et al. 2003).
Die Analyse primarer Fibroblasten mittels Uberlebensexperiment und PFGE zeigte eine
erhbhte Radiosensitivitdét von BRCA-Mutanten auf, jedoch wurde in dieser Analyse nur eine
kleine Versuchskohorte charakterisiert (Buchholz et al. 2002). Nieuwenhuis et al. (2002)
konnte diese Ergebnisse mittels PFGE von Fibroblasten (vorwiegend G1) bzw. Cometassay
von Lymphozyten (GO/G1) derselben Individuen nicht bestatigen. Unsere Ergebnisse wurden
unter Verwendung der gleichen Zelllinien mit Hilfe der yH2AX-Analyse generiert und zeigen in
Ubereinstimmung mit Nieuwenhuis et al. (2002) keine Unterschiede in der Reparaturkapazitat
von BRCA-Mutanten gegeniber Kontrollzellen in GO/G1 und G1.

Keine der heterozygoten Mutationen in BRCA1, welche in unterschiedlich stark trunkierten
Restproteinen resultieren, konnte Unterschiede im Reparaturvermégen aufzeigen (Abb. 5.7A).
Daher ist die Aktivitdat des vorhandenen Proteins ausreichend, um die durch die applizierte
Dosis induzierten DNA-Schéden zu reparieren. Allerdings konnte die phéanotypische
Auswirkung einer Mutation von ihrer Art abhangen. Mutationen, die eine Trunkation des
resultierenden Proteins bedingen, fuhren vermutlich zu einer reduzierten Gesamtmenge an
funktionsfahigem Protein. Das entstehende fehlerhafte Protein ist je nach Ausmal der
Trunkation nur bedingt zur Komplexbildung fahig. Nur Wildtyp-Protein kann in Kooperation mit
den jeweiligen Interaktionspartnern die spezifische Funktion ausfihren, sodass alle
entstehenden Proteinkomplexe zwar volle Funktionsfahigkeit aufweisen, aber in reduzierter
Anzahl vorliegen. Dagegen kann es bei nahezu vollstandiger Proteinlange bzw. nach
Missense-Mutationen zu einer Konkurrenzsituation zwischen mutiertem und Wildtyp-Protein
kommen. Das mutierte Protein kann zwar mit Bindungspartnern interagieren, der entstehende
Komplex ist aber nicht oder nur eingeschrankt funktionsfahig. In diesem Fall ist die Beteiligung
von mutiertem Protein in etwa der Halfte der Proteinkomplexe zu erwarten, was zum
entsprechenden Funktionsverlust beitragen kann. Somit wird durch das fehlerhafte
Genprodukt die Funktionsaustibung der WT-Kopie beeintrachtigt, was als negative Interferenz
bezeichnet wird.

Die Tatsache, dass Fibroblasten mit einer homozygoten Mutation in BRCA2 keine verminderte
Reparaturkapazitat zeigen, ist nicht Uberraschend. BRCA2 ist als typischer Faktor der HR
beschrieben (Valerie & Povirk 2003), dieser Reparaturweg ist auf die spate S- und G2-Phase
des Zellzyklus beschrankt und steht somit in stationdren GO/G1-Zellen nicht zur Verfligung

(Rothkamm et al. 2003). Eine Einschrankung des Reparaturvermdgens durch einen
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heterozygoten BRCAZ2-Status ist nicht zu erwarten, was durch die yH2AX-Analyse bestatigt
wird. Diese Ergebnisse zeigen, dass BRCA2 keine Rolle im NHEJ spielt. Somit scheint die
Bestrahlung von ausdifferenziertem Gewebe in der GO/G1l-Phase bei Patienten mit
heterozygotem BRCA-Status im Zuge mammographischer Screening-Verfahren keine

negativen Auswirkungen zu haben.

Im Brustgewebe gibt es auch teilungsaktive Zellen, die wahrend der Schwangerschaft die
starke Proliferation des Drlsengewebes bedingen. In ausgewéhlten BRCA1- und BRCA2-
Mutanten sowie in WT-Zellen wurden Reparaturstudien in der G1- und G2-Phase exponentiell
wachsender Zellen durchgefiuhrt. Unterschiedliche heterozygote Mutationen in BRCAL fiihren
weder in der G1- noch in der G2-Phase zur Veranderung der Reparaturkapazitat nach IR.
Selbst Mutationen, die zur Trunkation von 77 % des Proteins fihren, beeintrachtigen das
Reparaturvermogen der betroffenen Zelle nicht (Abb. 5.8). BRCA1 nimmt eine multifunktionale
Rolle in der DNA-Schadensantwort wahr. Nach Schadensinduktion wird BRCAL in grol3er Zahl
zum Schadensort rekrutiert und interagiert mit zahlreichen Faktoren der DNA-Reparatur und
der Zellzykluskontrolle. Dennoch fihrt die heterozygote trunkierende Mutation von BRCAL, die
zur Reduzierung der Gesamtmenge an funktionsfahigem Protein fahrt, nicht zur
Einschrankung der Reparatur von strahleninduzierten DNA-Schaden. Das Ergebnis muss
jedoch aufgrund der geringen Kohortengrof3e eingeschrankt werden.

Die Untersuchung der Reparaturkapazitat von Zellen mit heterozygoter Mutation in BRCA2
bestétigt in der G1-Phase das Ergebnis der stationdr behandelten Zellen. Unterschiede der
Reparaturkapazitat im Vergleich zum WT kdnnen nicht festgestellt werden. Dagegen ist die
Reparaturkapazitat der heterozygoten BRCA2-Mutanten in der G2-Phase im Vergleich zum
WT reduziert, wobei die untersuchten Zelllinien stark in der Anzahl unreparierter DNA-DSBs
variieren. Wahrend die Mutante C2833 auf WT-Niveau repariert, verbleiben in C2834, C2845,
C2902 maximal 14 % der induzierten Briiche unrepariert, was nahezu dem Reparaturdefekt
BRCA2-homozygot defekter HSC62 (etwa 15 %) entspricht (Abb. 5.8). BRCA2 ist ein
Interaktionspartner von Rad51 und wird als Reparaturfaktor der HR betrachtet und ist daher
besonders in der G2-Phase von Bedeutung (Venkitaraman 2002). Die Mehrzahl der
Keimbahnmutationen mit heterozygotem BRCAZ2-Status fuhren zur Trunkation und damit zum
Verlust der Funktionalitat des Proteins (Spain et al. 1999). Dies lasst sich auf den Verlust von
zwei NLS-Sequenzen (nuclear localisation site) am auf3ersten C-Terminus zurlckflhren, die
in den letzten 156 AS des Proteins lokalisiert sind (Spain et al. 1999). Somit kommt es zum
Auftreten einer cytoplasmatischen Fraktion von BRCA2 und die Menge an kernlokalisiertem,
funktionsfahigem BRCAZ ist reduziert (Arnold et al. 2006). Alle untersuchten Zelllinien weisen
die gleiche Mutation auf. Somit deutet dieses Ergebnis darauf hin, dass der genetische

Hintergrund der unterschiedlichen primaren Fibroblasten die Reparaturkapazitat der BRCA2-
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heterozygoten Mutanten beeinflusst. So ist auch der Zusammenhang zwischen BRCAZ2-
mutiertem Genotyp und der phanotypischen Auspragung sehr komplex. Die gleiche BRCA2-
Mutation kann zur Auspragung unterschiedlicher Krebserkrankungen beitragen (BCLC 1999).
Mutationen, die homozygote C-terminale Trunkationen bedingen, fuhren im Allgemeinen zu
embryonaler Lethalitat, wie im Mausmodell gezeigt werden konnte (Suzuki et al. 1997). Eine
biallelische Inaktivierung von BRCA2 wird allerdings mit dem Auftreten einer Form von
Fanconi-Anamie (FA), einer seltenen autosomal rezessiv vererbten Krankheit mit
ausgepragter Hypersensitivitat gegentuber Mutagenen (Wang & D’Andrea 2004), in
Verbindung gebracht. Genotypisch ist eine Mutation in der 3"-Region des BRCA2-Gens
nachzuweisen (Howlett et al. 2002). Die gebildeten fehlerhaften Proteine besitzen in der Regel
Teilaktivitat. Die in dieser Arbeit charakterisierte Zelllinie HSC62 wurde ebenfalls aus einem
Patienten mit FA isoliert und weist eine in-frame Mutation in Exon 20 auf, die zum Verlust von
4 AS (2830-2833) unter Erhaltung der C-terminalen Region fuhrt. Das entstehende Protein ist
im Kern lokalisiert, kann an der Komplexbildung teilnehmen und besitzt Restaktivitat (Howlett
et al. 2002).

Wéahrend BRCALl-Mutanten auch in der G2-Phase keinen Unterschied zu Kontrollzellen
zeigen, tritt in Fibroblasten mit heterozygoter BRCA2-Mutation ein Reparaturdefekt von
maximal 14 % auf (Abb. 5.8). Die yH2AX-Immunfluoreszenz erlaubt die Analyse der Reparatur
von DNA-Schaden anhand des Auftretens bzw. Verschwindens von Proteinagglomeraten am
Schadensort und stellt eine sehr sensitive Methode zur Untersuchung der Reparatur von
DSBs dar. Die Untersuchung der Entstehung bzw. des Verschwindens von yH2AX nach
Bestrahlung mittels Westernblot-Analyse konnte ebenfalls eine Beeintrachtigung der DSB-
Reparatur von BRCA2-heterozygoten Zelllinien nachweisen, die jedoch im neutralen Comet-
Assay nicht bestétigt werden konnte (Arnold et al. 2006). Die Tatsache, dass bereits im
Westernblot mit Hilfe der yH2AX-Detektion Reparaturunterschiede nachgewiesen werden
kdnnen, unterstreicht die Sensitivitat dieses Ansatzes. Diese kann durch die
zellzyklusphasenspezifische Quantifizierung von yH2AX-Foci auf Einzelzellebene noch erhoht
werden. Dennoch erlauben die vorgestellten Daten die endgiltige Beantwortung der Frage
nicht, ob und inwieweit eine heterozygote Mutation in BRCA1 bzw. BRCA2 zu einer erhdhten
Radiosensitivitat beitragt und somit ein vergré3ertes Risiko der Tumorentstehung bedingt. Zur
Klarung eines mdglichen kausalen Zusammenhangs zwischen heterozygotem BRCA-Status
und erhdhter Mutagen-Sensitivitdt sind umfangreiche Studien mit weiteren BRCA-
heterozygoten Zelllinien und verschiedenen, unabhéngigen Methoden in definierten
Zellzyklusphasen notwendig.

Das Risiko fir die Entstehung eines spontanen Tumors bei heterozygotem BRCA-Status ist
ohne Zweifel erhéht, da bereits ein Allel eines Tumorsuppressorgens inaktiviert ist (Ford et al.

1999, Nathanson et al. 2001). So ist im Tumorgewebe von erblich pradisponierten Personen
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konsistent ein Funktionsverlust des zweiten BRCA-Allels (loss of heterozygosity, LOH)
nachzuweisen (Venkitaraman 2002). Durch Bestrahlung entstehen DSBs, die durch die
Reparatursysteme der Zelle beseitigt werden. Sollte durch einen heterozygoten BRCA-Status
eine Einschrankung der Reparaturkapazitat ausgeldst werden, so erhoht dies das Risiko der
Entstehung von Mutationen. Diese treten zufallig auf, sodass das Risiko des Funktionsverlusts
fur alle Tumorsuppressorgene in gleichem Maf3e und nicht speziell fir das korrekte BRCA-
Allel erhdht sein sollte. Somit rechtfertigt eine leichte Einschrankung der Reparaturkapazitat
von BRCAZ2-heterozygoten Zellen nicht den Verzicht auf regelmaflliige mammographische

Untersuchungen, die die friihzeitige Diagnose eines entstandenen Tumors ermdglichen.
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6.2. Charakterisierung der Reparatur von strahleninduzierten DNA-Schaden in
der G1- und G2-Phase des Zellzyklus

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéaftigt sich mit der HR und der Beteiligung dieses
Reparaturweges an der Reparatur IR-induzierter DSBs. Zur Untersuchung dieser
Fragestellung wurde das Reparaturvermdgen von primdren humanen Fibroblasten mit
Defizienzen in verschiedenen reparaturrelevanten Proteinen analysiert, um mechanistische

Einblicke in den Ablauf der verschiedenen Reparaturwege zu gewinnen.

6.2.1. Der Verlauf der Reparaturkinetiken

WT-Zellen zeigen in G1 wie auch in G2 einen charakteristischen Verlauf der Reparatur
strahleninduzierter DSBs. Die Mehrzahl der DNA-Schaden wird innerhalb einer schnellen
Reparaturphase von etwa 2 h beseitigt. Die verbleibenden DSBs werden anschliel3end durch
eine langsame Komponente bis auf einen geringen Restschaden repariert (Abb. 5.9). Die
Beteiligung einer schnellen und einer langsamen Komponente an der Reparatur wurde bereits
in der Literatur beschrieben (Lobrich et al. 1995, Wu et al. 2008).

Die schnelle Komponente zeigt in NHEJ-defizienten Zelllinien in G1 und G2 massive Defekte
(Rothkamm et al. 2003, Riballo et al. 2004, Tchouandong, miundliche Mitteilung). Dies deutet
darauf hin, dass der Reparaturweg des NHEJ in beiden Phasen fir die schnelle Reparatur
zustandig ist. Dies wird durch die Analyse der Reparatur nach Behandlung mit einem
spezifischen Inhibitormolekil der DNA-PK., das zum Verlust der Funktionalitit des
Gesamtkomplexes fuihrt und somit das DNA-PK-abhéngige NHEJ inhibiert, bestatigt. Auch
hier ist ein Reparaturdefekt der schnellen Komponente sowohl in der G1- wie auch in der G2-
Phase nachweisbar (Abb. 5.16).

Aufschluss Uber die langsame Reparaturkomponente brachten zunachst Reparaturstudien an
ATM- und Artemis-defekten Zellen in GO/G1. Es konnte gezeigt werden, dass ATM und
Artemis in stationdren Zellen fur die Reparatur einer Subfraktion von strahleninduzierten DSBs
bendtigt wird. Hierbei tritt der Reparaturdefekt, der etwa 15 % der induzierten Briiche betrifft,
erst nach langen Reparaturzeiten auf. Dagegen entspricht die anfangliche Phase der
Reparatur jener von WT-Zellen (Riballo et al. 2004). Reparaturstudien nach Induktion
unterschiedlicher Schadenstypen lassen vermuten, dass ATM und Artemis zur Prozessierung
von DNA-Schaden benétigt werden, die ansonsten nicht ligiert werden kénnen (Lobrich &
Jeggo 2005). Schliesslich zeigen Untersuchungen an wachsenden Zellen mit Defizienzen in
ATM und Artemis einen Reparaturdefekt der langsamen Komponente von identischem Verlauf

und Ausmald sowohl in der G1- als auch in der G2-Phase des Zellzyklus (Deckbar et al. 2007).
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6.2.2. Der Beitrag der HR zur Reparatur strahleninduzierter DSBs

Die ATM/Artemis-abhéngige Reparatur in GO/G1 bendtigt die Beteiligung funktionaler
DNA-PK. Daher scheint hier ein Unterweg des NHEJ aktiv zu sein (Riballo et al. 2004). In
Bezug auf die G2-Phase stellt sich die Frage, inwieweit die HR einen Beitrag zur langsamen
Reparaturkomponente leistet. Die Charakterisierung der Reparaturkapazitat von Fibroblasten
mit homozygoter Mutation im HR-Faktor BRCA2 erlaubt die Quantifizierung des Anteils der
Uber HR reparierten Briiche. Erwartungsgeman zeigt sich in G1 ebenso wie in GO/G1 keine
Beeintrachtigung der Reparatur. Dagegen tritt in G2 ein Reparaturdefekt auf, der die
langsame Komponente der Reparatur betrifft und erst ab etwa 4 h nach Bestrahlung
erkennbar wird (Abb. 5.9). Die schnelle Reparatur wird durch Defizienzen in diesem Faktor der
HR nicht beeinflusst. Die Beteiligung der HR an der Reparatur strahleninduzierter DSBs
konnte durch PFGE und PCC bestétigt werden. BRCA2-defiziente HSC62 zeigen ebenso wie
Artemis-defiziente CJ179 48 h nach Bestrahlung eine signifikant erhthte Anzahl an
unreparierten DSBs im Vergleich zu WT-Zellen (Abb. 5.13, Abb. 5.15). In primaren humanen
Fibroblasten ist die HR mit etwa 15-20 % fir einen relativ geringen Anteil der
strahleninduzierten DNA-Schaden zustandig. Dies bestatigt Arbeiten von Rothkamm et al.
(2003), die den Hauptanteil der Reparatur auch in der G2-Phase dem NHEJ zuordnen,
wahrend die HR in den verwendeten Saugerzellen von untergeordneter Bedeutung ist. Auch
in embryonalen Stammzellen von M&usen werden etwa 60 % der exogen induzierten DSBs
durch NHEJ repariert (Liang et al. 1998). Dagegen zeigen DT40-Huhnerzellen eine groliere
Beteiligung der HR an der Reparatur strahleninduzierter DNA-Schéaden (Sonoda et al. 2006).
Dies konnte auf den mit 20 % geringen Anteil an G1-Zellen und die kurze Dauer dieser
Zellzyklusphase, in der NHEJ als alleiniger Reparaturweg zur Verfligung steht, zuriickgefuhrt
werden (Sonoda et al. 2006). In Hefen ist die HR sowohl in der G1- als auch in der G2-Phase
der dominierende Reparaturweg (Paques & Haber 1999, Aylon & Kupiec 2004). Dies
gewahrleistet die fehlerfreie Reparatur des sehr kompakten Genoms mit wenigen und sehr
kurzen Introns, kurzen nicht codierenden Bereichen zwischen den Genen und wenigen
repetitiven Sequenzen.

Interessanterweise zeigen der Verlauf der Kinetik und das Ausmal} des Reparaturdefektes der
BRCA2-defizienten HSC62 groRe Ahnlichkeit mit ATM- und Artemis-defizienten Zellen.
BRCAZ2 ist ein etablierter HR-Faktor (Venkitaraman 2002, Valerie & Porkin 2003). Somit deckt
dieses Ergebnis den Uberraschenden Zusammenhang zwischen ATM, Artemis und dem
Reparaturweg der HR in der G2-Phase des Zellzyklus auf. Zur Verifizierung dieser Beziehung

wurden Epistasianalysen durchgefuhrt.
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6.2.3. ATM und Artemis — NHEJ versus HR

Epistasisanalysen ermdglichen die Untersuchung der Beziehung zwischen verschiedenen
Proteinen. Um den mdglichen Zusammenhang zwischen ATM und Artemis und der HR zu
Uberprifen, wurde eine Epistasisanalyse mit einem spezifischen Molekdilinhibitor fur ATM
(ATMi) durchgefiihrt. Diese bestétigt zunéachst die Epistasis zwischen ATM und Artemis und
damit deren Beteiligung an einem gemeinsamen Reparaturweg in G1 (Abb. 5.11A). Dagegen
wird durch ATMi-Behandlung von BRCA2-defizienten Zellen in G1 der ATM-Defekt simuliert,
es tritt jedoch kein zusatzlicher Reparaturdefekt auf (Abb. 5.11A). Dies bestétigt, dass die HR
in dieser Zellzyklusphase keine Rolle spielt. Die Epistasis von ATM und Artemis konnte auch
in der G2-Phase gezeigt werden. Interessanter jedoch ist, dass beide Faktoren in G2 zudem
epistatisch zum HR-Faktor BRCAZ2 sind, was den Zusammenhang zwischen der ATM/Artemis-
abhangigen Reparatur und der HR verdeutlicht (Abb.5.11B). Die mit Hilfe der yH2AX-Methode
gewonnenen Ergebnisse wurden zudem durch die Untersuchung von Chromosomenbrichen
in G2 Uberprift. Auch hier zeigt sich keine Additivitat beim zusatzlichen Ausschalten von ATM
vor BRCA2- und Artemis-defizientem Hintergrund (Abb. 5.15).

Diese Ergebnisse bestatigen die sehr Giberraschende Beziehung zwischen ATM, Artemis und
der HR in der G2-Phase. Im Umkehrschluss bedeutet dies, dass beide Reparaturproteine in
G2 unabhéangig von klassischen NHEJ-Faktoren wie der DNA-PK agieren sollten. Zur
Uberprifung dieser Hypothese wurde eine Epistasisanalyse mit einem spezifischen Inhibitor
der DNA-PK.s (DNA-PKi) durchgefuhrt. Behandlung mit DNA-PK:i fihrt zu einem Defekt in der
schnellen Komponente der Reparatur. In der G1-Phase ist keine Vergrof3erung dieses
Reparaturdefektes in Artemis-defizienten Zellen gegenuber WT-Zellen zu beobachten. Die
Kinetiken unterscheiden sich kaum (Abb. 5.16A). Dies bedeutet, dass die Artemis-abhangige
Reparatur in G1 abhangig von funktionaler DNA-PK ist. Artemis-Defizienz 16st keine
zusatzliche Beeintrachtigung der Reparatur aus. Auch BRCA2-defiziente Zellen zeigen keine
zusatzlichen Reparaturdefekte, was auf die fehlende Funktion von BRCA2 im NHEJ
zurlckzufuhren ist. Dagegen zeigt sich in G2 ein Unterschied zwischen Artemis-defizienten
Zellen und WT nach Inhibierung von DNA-PK., der dem Reparaturdefekt von ATM/Artemis-
defizienten Zellen ohne DNA-PKi-Behandlung entspricht. BRCA2-defiziente Zellen zeigen
nach DNA-PKi-Behandlung ein identisches Verhalten (Abb. 5.16B). Somit tritt nach der
Inhibierung des NHEJ durch DNA-PKi bei vorhandener Defizienz in Artemis eine zusétzliche
Beeintrachtigung der Reparatur auf. Dieser additive Effekt beweist, dass die Reparatur von
ATM/Artemis-abhangigen Brichen in G2 unabhdngig von funktionaler DNA-PK ist. BRCA2-
defiziente Zellen zeigen ein identisches Verhalten, was auf die gleichzeitige Inaktivierung von
NHEJ und HR zurtickgefuhrt werden kann. Die Reparaturkinetiken von BRCA2- und Artemis-
defizienten Zellen verlaufen sehr ahnlich und die VergroRerung des DNA-PKi-induzierten

Reparaturdefektes ist von identischem Ausmali. Dies bestatigt den Zusammenhang zwischen



Diskussion 126

ATM, Artemis und der HR fir die Reparatur strahleninduzierter DNA-Schéden in der G2-
Phase.

Die grundsétzlich unterschiedlichen Reparaturablédufe in den verschiedenen Zellzyklusphasen
werden vor allem bei der Untersuchung langerer Reparaturzeiten deutlich. In G1 weisen
Artemis-defiziente Zellen 96 h nach Schadensinduktion im Vergleich zu WT-Zellen eine
deutlich erhdéhte Anzahl unreparierter DSBs auf. Nach der Inhibition von DNA-PK ist die
Reparatur bis auf das Schadensniveau von Artemis-defizienten Zellen mdglich. Dieses Niveau
kann allerdings nicht unterschritten werden (Abb. 5.19B). Somit verbleiben nach Einsatz von
DNA-PKi nur Briiche unrepariert, die der Prozessierung durch ATM und Artemis bedurfen. Alle
anderen Brlche kénnen, wenn auch mit verlangsamter Kinetik, ohne Beteiligung der DNA-PK
repariert werden. Somit ist die DNA-PK in GO/G1 fir die Reparatur von strahleninduzierten
DSBs nicht unbedingt notwendig, die Reparatur wird lediglich erleichtert (Riballo et al. 2004).
Dieser alternative Weg des NHEJ konnte nach Ausfall von DNA-PK. durch die direkte
Interaktion von Ku70 mit XRCC4 eingeleitet werden (Mari et al. 2006). Auch in G2 tritt in
Artemis-defizienten Zellen ein deutlicher Reparaturdefekt auf. Jedoch kann dieses
Schadensniveau in Abwesenheit funktionaler DNA-PK deutlich unterschritten werden und
erreicht nahezu WT-Niveau (Abb. 5.19B). Artemis-abhéangige Briiche werden somit in G2
unabhangig von DNA-PK mittels HR repariert. So kommt es zu der paradoxen Situation, dass
G1-Zellen in Abwesenheit funktionaler DNA-PK mehr DSBs aufweisen als G2-Zellen
(Abb. 5.20). Dies verdeutlicht den grundsatzlich anderen Verlauf der Reparatur in der G1- und
G2-Phase des Zellzyklus.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass die langsame Reparatur von
strahleninduzierten DSBs die Prozessierung der Briiche durch ATM und Artemis erfordert und
in G1 durch die Kernkomponenten des NHEJ abgeschlossen wird. Dagegen werden in G2 die
Kernkomponenten der HR aktiv. Die Reparatur der schnellen Komponente verlauft in G1 und
in G2 Uber NHEJ. Somit kann den Reparaturfaktoren ATM und Artemis Uberraschenderweise

eine duale Rolle im NHEJ und der HR zugeordnet werden.

6.2.4. Der funktionelle Beitrag von Artemis zur Reparatur strahleninduzierter
DNA-Schéaden

Die Beteiligung von Artemis an der HR wurde bisher noch nicht beschrieben, diese Arbeit
zeigt erstmalig diesen Zusammenhang. Der Nuklease Artemis wurde zunachst eine Rolle in
der V(D)J-Rekombination zugeordnet, wo die Endonukleaseaktivitdt des Proteins fir die
Auflésung von Haarnadelstrukturen bendtigt wird (Ma et al. 2002, 2005). Ausgehend von
dieser Funktion konnte Artemis an der Prozessierung von komplizierten Bruchstrukturen wie
umgeklappten Enden beteiligt sein. Zur Aufklarung der Bedeutung der Endonukleaseaktivitat
von Artemis fur die DSB-Reparatur wurden Komplementationsexperimente mit WT-Artemis

bzw. einer endonukleasetoten Artemis-Variante (D37N) vor Artemis-defizientem Hintergrund
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durchgefihrt. Es konnte gezeigt werden, dass WT-Artemis die Reparaturkapazitat von
Artemis-defizienten CJ179 wiederherstellen kann. Dagegen ist nach Transfektion des
endonukleasetoten D37N-Artemis keine Verbesserung des Reparaturvermogens festzustellen
(Abb. 5.25B). AuRerdem wird durch Uberexpression von WT-Artemis die in Artemis-
defizienten Zellen eingeschrankte Ausbildung von Rad51-Foci ermdglicht, wahrend D37N-
Artemis keine Verédnderung des Rad51-Foci-Niveaus hat (Abb. 5.26B). Die vollstandige
Wiederherstellung eines reparaturprofizienten Phanotyps durch Komplementation mit WT-
Artemis ist ein direkter Hinweis auf die Beteiligung der Endonukleaseaktivitat von Artemis an
der HR-vermittelten Reparatur. Dies wird zudem dadurch unterstiitzt, dass die Uberexpression
von D37N-Artemis in WT-Zellen zur Einschréankung der Reparaturkapazitat (Abb. 5.25B)
sowie zu einem vermindeten Ausmal an Rad51-Foci fihrt (Abb. 5.26B).

Die Reduktion von RPA- und Rad51-Foci in Artemis-defizienten Zellen deutet auf eine
Funktion in der friihen Phase des Reparaturprozesses hin (Barton, mundliche Mitteilung). Dies
kénnte moglicherweise auf eine Beteiligung von Artemis an der Resektion zu Beginn des HR-
Prozesses hindeuten. Mittlerweile gibt es Hinweise auf den genauen Ablauf der Resektion, die
im Hefemodell gewonnen und auf das Saugersystem ubertragen werden konnten (Mimitou et
al. 2008, Gravel et al. 2008). In einem ersten Schritt erfolgt die Anresektion des DSBs durch
Mrell und CtIP (bzw. Sae2 in S. cerevisiae), vermutlich durch die Endonukleaseaktivitat von
CtIP, die durch Mrell verstarkt wird (Lengsfeld et al. 2007, Sartori et al. 2007). Durch dieses
initiale Ereignis der DNA-Resektion konnte die Bindung des Ku-Komplexes an die Enden des
DSBs und damit die Reparatur tber NHEJ verhindert werden (Mimitou et al. 2008). Im
anschlielenden zweiten Schritt erfolgt die Erstellung von ausgedehnten einzelstrangigen
3"-Uberhangen uber die 5°-3"-Exonuklease EXO1 (Exol in S. cerevisiae). Jungst konnte die
Uberraschende Beteiligung der Helikase BLM (Sgs1 in S. cerevisiae) an der Resektion gezeigt
werden (Mimitou et al. 2008, Gravel et al. 2008), die in einem alternativen Weg zu EXO1 die
Resektion der Bruchenden durchfuhren kann. Bisher wurde BLM mit der Auflosung von
D-Schleifen bzw. Holliday junctions in der spaten HR in Verbindung gebracht (Constantinou et
al. 2000, Mohaghedeh et al. 2001). Jedoch deutet die friihe Akkumulation von BLM am DSB
auf die Beteiligung des Faktors an frilhen Reparaturereignissen hin (Karmakar et al. 2006).
Die an der BLM-vermittelten Resektion beteiligte Nuklease ist bisher noch nicht bekannt.
Madoglicherweise kdnnte Artemis diese Funktion wahrnehmen.

Eine Mdglichkeit der direkten Untersuchung der Beteiligung von Reparaturfaktoren an der HR
besteht in der Analyse von endonukleolytisch induzierten DSBs durch die I-SCE I-Methode.
Dabei werden Rekombinationskonstrukte mit einer Erkennungsstelle fur das selten
schneidende Restriktionsenzym |-SCE | in die Zelle eingebracht. Durch die Expression des
Enzyms kommt es zur Entstehung von DSBs, die durch HR repariert werden mussen. Die

Reparatur resultiert in der Wiederherstellung einer vollstandigen GFP-Sequenz aus zwei zuvor
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raumlich getrennten, funktionsunfahigen GFP-Fragmenten. Dies ermdglicht die einfache
Identifizierung von HR-Ereignissen (Pierce et al. 1999). Jedoch konnten mit Hilfe dieser
Methode keine Beeintrachtigung der HR in Artemis-defizienten Zellen nachgewiesen werden
(Jeggo, mindliche Mitteilung), sodass eine Funktion von Artemis als Kernkomponente der HR
nicht in Frage kommt. Dies wird durch Eigenschaften von Artemis-defizienten Zellen bestétigt.
Sie zeigen keine erhohte genomische Instabilitat, jedoch starke Sensitivitdt gegentber
Agenzien, die crosslinks in der DNA verursachen, wie es bei Defekten in Kernkomponenten
der HR der Fall ist (Moynahan et al. 2001).

Die genaue Funktion von Artemis als Endonuklease in der frihen HR bleibt unklar. Fir die
Bindung von Artemis als strukturspezifischer Endonuklease ist ein Ubergang von
einzelstrangiger zu doppelstrangiger DNA bedeutend (Ma et al. 2005). Es konnte gezeigt
werden, dass Artemis neben Haarnadelstrukturen und 5°- bzw. 3"-Uberhéngen ein groRes
Spektrum an DNA-Schaden darunter Stamm-Schleife-Strukturen, symmetrische DNA-Blasen
und unsymmetrische Schleifen, Y- und pseudo-Y-Strukturen sowie einzelstréangige Licken der
DNA prozessieren kann (Ma et al. 2005). Diese groR3e Vielfalt an Substratstrukturen deutet auf
die Beteiligung von Artemis an der Entfernung von DNA-Schaden oder sekundéren Strukturen
hin, die nach Einwirkung ionisierender Strahlung entstehen und die die Resektion des Bruches
andernfalls behindern oder sogar verhindern kénnen.

Allerdings ist die Endonukleaseaktivitat von Artemis nicht ubiquitar vorhanden, sondern muss
aktiviert werden. Wie diese Aktivierung ablauft, ist noch nicht abschliel3end geklart. Zunachst
wurde vermutet, dass die Endonukleaseaktivitat von Artemis nach der Phosphorylierung durch
DNA-PK aktiviert wird (Ma et al. 2002, 2005). Jedoch konnte gezeigt werden, dass ein
Artemis-Konstrukt mit Mutationen in sieben der zehn S-T/Q-Phosphorylierungsmotive den
Reparaturdefekt Artemis-defizienter Zellen komplementieren kann (Poinsignon et al. 2004).
Experimente  mit  Mutationsvarianten in den elf identifizierten  spezifischen
Phosphorylierungsstellen, darunter die zehn S-T/Q-Motive, konnten keine Einschrankung der
Endonukleaseaktivitat von Artemis nachweisen (Goodarzi et al. 2006). Artemis weist zudem
ATM-spezifische Phosphorylierungsstellen auf, die jedoch fur die Aktivierung der
Endonukleaseaktivitat ebenfalls unbedeutend sind (Goodarzi et al. 2006). Dies deutet darauf
hin, dass die Phosphorylierung von Artemis durch DNA-PK bzw. ATM zur Aktivierung der
Endonukleasefunktion  nicht  unbedingt bendétigt  wird.  Mittlerweile  wird  die
Autophosphorylierung von DNA-PK.,s am ABCDE-Cluster mit der Aktivierung der
Endonukleaseaktivitat von Artemis in Verbindung gebracht (Goodarzi et al. 2006). Durch diese
Phosphorylierung kommt es zur Konformationséanderung des Proteins an der gebundenen
DNA. Der Ubergang von einzelstrangiger zu doppelstrangiger DNA wird zuganglich und kann
prozessiert werden (Goodarzi et al. 2006). Allerdings ist der genaue Zusammenhang

zwischen der Autophosphorylierung der DNA-PK und der endonukleolytischen Aktivierung von
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Artemis noch nicht abschlieBend geklart. Tatsache ist, dass keine direkte Abhangigkeit der
Endonukleaseaktivitat von Artemis von der DNA-PK-vermittelten Phosphorylierung besteht.
Dies wurde bisher angenommen und beschréankt die Aktivitdt von Artemis auf den
Reparaturweg des NHEJ. Jedoch erfolgt die Aktivierung der Endonukleaseaktivitdt von
Artemis in GO/G1 in Kooperation mit einem Reparaturfaktor des zustandigen Reparaturweges,
hier der DNA-PK. Dies eroffnet die Moglichkeit einer alternativen Aktivierung der

Endonukleasefunktion von Artemis auch im Reparaturweg der HR.

6.2.5. Zur Funktion von ATM bei der Reparatur strahleninduzierter DNA-
Doppelstrangbriiche

Der Nachweis der Beteiligung von ATM am Reparaturweg der HR ist nicht tberraschend.
Biochemische Daten deuten auf einen Zusammenhang zwischen ATM und der HR hin (Yuan
et al. 1998, Chen et al. 1999), der durch Epistasisanalysen bestatigt wird (Morrison et al.
2000). Kirshner et al. (2009) vermuten eine Interaktion von ATM mit Rad54 und Rad54B,
Vertretern der Rad52-Epistasis-Gruppe. Jedoch zeigen Studien aus unserer Gruppe bereits
eine Beeintrachtigung der Rad51-Foci-Ausbildung in ATM-defizienten primaren humanen
Fibroblasten (Barton, personliche Mitteilung). Dies deutet auf eine frilhere Beteiligung von
ATM hin und bestéatigt die Arbeiten von Chen et al. (1999) sowie Yuan et al. (2003), die eine
Beteiligung von ATM an der Ausbildung von Rad51-Foci beschreiben.

ATM nimmt eine Schlisselrolle in der Initiation der DNA-Schadensantwort ein (vergleiche
Kapitel 3.3.1). Die genaue Funktion des Proteins in der HR ist noch unklar. ATM kénnte durch
Veranderung der Chromatinorganisation die Zuganglichkeit der Schadensstelle fir
verschiedene Reparaturfaktoren regulieren.

Indirekte Hinweise auf den Einfluss der Chromatinstruktur auf die DNA-Reparatur finden sich
in der Literatur. So konnte gezeigt werden, dass es in der Umgebung von laserinduzierten
DNA-Schaden zur Relaxierung des Chromatins kommt (Kruhlak et al. 2006). In S. cerevisiae
ist die Entfernung von Histonen durch den MRX-Komplex (Mrell/Rad50/Xrs2 = NBS1) fur die
erfolgreiche Rekrutierung von Reparaturfaktoren notwendig (Tsukuda et al. 2005). AuRerdem
kann durch Entfernen von Histon H1, das die DNA-Windungen um das Histonoktamer fixiert,
die Packungsdichte des Chromatins reduziert werden, was das ATM-Signaling verbessert und
zur Sensibilisierung der Checkpoints sowie verstarkter Radioresistenz beitragt (Murga et al.
2007). Erste direkte Hinweise auf die Beteiligung von ATM an der Regulation der
Chromatinorganisationen ergeben sich aus der Identifizierung von ATM-spezifischen
Phosphorylierungsstellen in KAP-1 (KRAB-associated protein 1), einem Schlusselprotein der
Chromatinorganisation (Ziv et al. 2006). KAP-1 ist ein transkriptionaler Korepressor, der durch
Interaktion mit anderen Proteinen die Ausbildung von Heterochromatin reguliert. Er bindet an
die KRAB-Domane (Krippel associated box) von Bindungspartnern, die mit Hilfe von Zink-

Finger-Motiven spezifische DNA-Sequenzen erkennen. Gleichzeitig erfolgt N-terminal die
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Interaktion mit weiteren heterochromatinassoziierten Proteinen wie HP1 (Heterochromatin
protein 1), Histondeacetylasen (HDAC), Histonmethyltransferasen und Chromatinmodellierern
(Craig 2005). Durch die koordinierte Aktion dieses komplexen Netzwerkes wird die Stilllegung
von einzelnen Genen, ganzen DNA-Bereichen bis hin zu kompletten Chromosomen initiiert
und reguliert. Durch das Auftreten von DNA-Schéaden wird ATM aktiviert und greift durch
Phosphorylierung von KAP-1 in dieses komplexe Netzwerk ein (Ziv et al. 2006). Es konnte
gezeigt werden, dass diese Interaktion fiir die Reparatur ATM-abhangiger DSBs in stationaren
Zellen essentiell ist. Wird die dichte Packung des Heterochromatins durch Herunterregulation
von KAP-1 aufgelockert, so schwindet auch die Abhangigkeit von ATM und eine vollstandige
Reparatur strahleninduzierter DNA-Schaden ist moglich (Goodarzi et al. 2008). Besonders
deutlich wird die kritische Rolle von ATM fir die notwendige Relaxierung des
Heterochromatins bei der Expression einer phosphomimetischen Variante von KAP-1. Dieses
Konstrukt weist eine dauerhafte Phosphorylierung der ATM-spezifischen
Phosphorylierungsstellen von KAP-1 auf. Nun ist auch in Abwesenheit von ATM keine
Beeintrachtigung des Reparaturvermégens zu beobachten (Goodarzi et al. 2008). Jingste
Ergebnisse zeigen, dass ATM auch in der G2-Phase die Relaxierung des Heterochromatins
bewirkt (Barton, Jeggo, miundliche Mitteilung). Somit ist die Abh&ngigkeit von ATM bei der
Reparatur vermutlich auf die Lokalisation eines DSBs im Heterochromatin zurtickzufiihren.
Bisher wurde die ATM-Abh&angigkeit einer bestimmten Subpopulation von DSBs auf die
Komplexitat der betreffenden DNA-Schéaden zurlickgefihrt. Die Aktivitat von ATM wurde mit
der Aktivierung von Artemis in Verbindung gebracht. Dieses entfernt als Endonuklease
komplizierte Strukturen vom Bruchende, die die Ligation des Bruches behindern (Riballo et al.
2004, Lobrich et al. 2005). Jedoch konnte gezeigt werden, dass ATM fur die Aktivierung der
Endonukleaseaktivitat von Artemis nicht notwendig ist (Goodarzi et al. 2006). Dennoch
besteht die Mdglichkeit, dass ATM durch Aktivierung seiner downstream-Effektorproteine
indirekt Einfluss auf die Artemis-abhéngige Reparatur nimmt. Die ATM-spezifische
Phosphorylierung konnte die Proteinstabilitdt von Artemis verandern, ohne dass die
enzymatische Aktivitat des Proteins direkt beeinflusst wird (Goodarzi et al. 2006).

Allerdings konnte auch nach Behandlung mit Strahlenarten, die aufgrund einer hdheren RBW
mehr Briiche mit komplizierter Struktur erzeugen sollten wie beispielsweise o-Teilchen oder
Kohlenstoff K-Photonen (Cy-X-rays) bzw. durch Behandlung mit entsprechenden Chemikalien
der ATM-Reparaturdefekt nur auf maximal 25 % der initial entstandenen Schéden vergrol3ert
werden (Riballo et al. 2004, Goodarzi et al. 2008). Dieser Anteil von 10-25 % ATM-abhangiger
Briiche korreliert sehr gut mit dem Anteil an Heterochromatin in humanen Zellen (Dimitri et al.
2005, Goodarzi et al. 2008). Die Bedeutung von ATM fir die Reparatur von
strahleninduzierten DSBs resultiert somit vermutlich aus der Struktur des umgebenden

Chromatins und h&ngt weniger mit der Natur des eigentlichen Schadens zusammen.
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6.2.6. Modell zur Reparatur strahleninduzierter DNA-Doppelstrangbriiche

Basierend auf den gezeigten Ergebnissen kann folgendes Modell der Reparatur
strahleninduzierter DNA-Schaden entwickelt werden (Abb. 6.1). Die Reparatur lasst sich in G1
und G2 in eine Phase der langsamen und eine Phase der schnellen Reparatur unterteilen. Die
schnelle Komponente beseitigt innerhalb der ersten Stunden (<2 h) die Mehrzahl der
aufgetretenen DNA-Schéaden und wird sowohl in G1 wie auch in G2 durch den Reparaturweg
des NHEJ bestritten. Die langsame Komponente setzt etwa 2-4 h nach Schadensinduktion ein
und fihrt die DSB-Reparatur unter Beteiligung von ATM und Artemis fort. Sie ist fur die
Reparatur von etwa 15-20 % der strahleninduzierten DNA-Schaden zustandig. Der Abschluss
der Reparatur der ATM/Artemis-abhangigen Briiche unterscheidet sich in der G1- und G2-
Phase des Zellzyklus. In G1 setzen Komponenten des core-NHEJ, darunter DNA-PK, die
Reparatur der ATM/Artemis-abhéangigen Briche fort. Dagegen erfolgt in G2 nach der
Prozessierung die Resektion und die DSBs werden in den Reparaturweg der HR eingespeist.

Die Konsequenz dieses Modells ist die Existenz von Reparaturfaktoren, die weder dem NHEJ
noch der HR eindeutig zugeordnet werden konnen, da sie Funktionen in beiden
Reparaturwegen ausfuhren. Zu diesen gehéren ATM und Artemis, allerdings deutet sich auch
bei verschiedenen Mediatorproteinen wie 53BP1 oder MDC1 eine Funktion in beiden
Reparaturwegen an (Barton, mindliche Mitteilung). Somit wéare die strikte Unterteilung in die

getrennten Reparaturwege nicht mehr gegeben.
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Abbildung 6.1: Modell der Reparatur von strahleninduzierten DSBs in der G1- und G2-Phase des
Zellzyklus
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6.2.7. Charakterisierung der Reparatur von etoposidinduzierten DNA-Schéaden in
der G1- und G2-Phase des Zellzyklus

Die Untersuchung der Reparatur strahleninduzierter DNA-Schaden erlaubte die Etablierung
einer Modellvorstellung Uber die Zustandigkeit der unterschiedlichen DSB-Reparaturwege in
der G1- und G2-Phase des Zellzyklus (Abb. 6.1). Diese sollte durch die Untersuchung der
Reparatur einer anderen Schadensart verifiziert und ausgeweitet werden.

Die Empfindlichkeit der behandelten Zellen gegeniber Etoposid ist abhangig von der Aktivitat
von Topoll und unterscheidet sich deutlich in G1 und G2. Proliferierende Zellen in der G2-
Phase reagieren deutlich sensitiver auf Etoposid als stationdre GO/G1-Zellen, sodass zur
Induktion einer ahnlichen Schadensanzahl GO/G1-Zellen mit der bis zu 20fachen Menge an
Etoposid behandelt werden missen als G2-Zellen (Abb. 5.27). Dies bestétigt die Arbeiten von
Wang et al. (2007), der die Entstehung von DNA-Schaden durch Etoposid nicht nur in der
S-Phase sondern auch in G1 und G2 zeigen konnte.

Die Reparaturkinetik von WT-Zellen zeigt nach Etoposidbehandlung ebenso wie nach
Bestrahlung einen biphasischen Verlauf in G1 und G2. Die Mehrzahl der Briiche wird
innerhalb einer schnellen Reparaturphase beseitigt, wahrend die langsame Komponente fir
die verbleibenden Schaden zustandig ist. Diese werden innerhalb des beobachteten
Zeitraums von 8 h nahezu auf Hintergrundniveau repariert (Abb. 5.28). Jedoch verlauft die
Reparatur von etoposidinduzierten DSBs deutlich schneller als die von strahleninduzierten
DNA-Schaden (Abb. 5.29). IR-induzierte DNA-Schaden zeigen eine grof3e Variabilitéat der
jeweiligen Struktur und kénnen unterschiedlichste Modifikationen der Bruchenden aufweisen
(vergleiche Kapitel 3.1.4). Dagegen weisen chemisch induzierte DSB aufgrund des immer
gleichen Entstehungsmechanismus eine einheitliche Struktur auf und kdnnen durch die
Kernkomponenten des NHEJ sehr effektiv repariert werden. Dies bestatigt Arbeiten von
Adachi et al. (2003), die NHEJ als Hauptreparaturweg zur Beseitigung von
etoposidinduzierten DNA-Schéaden identifizieren konnten.

Der Anteil der langsamen Komponente ist sowohl in der GO/G1- wie auch in der G2-Phase
reduziert. Dies wird durch die Analyse von ATM- und Artemis-defizienten Zellen bestétigt.
Durch Etoposidbehandlung entstehen weniger Briiche, die durch ATM und Artemis prozessiert
werden missen. Der resultierende Reparaturdefekt zeigt ein sehr geringes Ausmalfd und
betrifft etwa 3-4% der initial vorhandenen Briiche (Abb. 5.30). In der G2-Phase korrelieren die
Reparaturkinetiken von ATM- bzw. Artemis-defizienten Zellen gut mit jener der BRCA2-
Mutante (Abb. 5.30B und Abb. 5.30D). Dies ist auch bei der Reparatur von strahleninduzierten
DSBs der Fall (Abb. 5.9) und deutet darauf hin, dass ATM und Artemis auch bei der Reparatur
etoposidinduzierter DNA-Schaden in einem gemeinsamen Reparaturweg mit BRCA2 arbeiten.
Somit unterstitzt die Untersuchung von etoposidinduzierten DNA-Schaden die in Abb. 6.1

dargestellte Modellvorstellung der Reparatur IR-induzierter DSBs. ATM/Artemis-abhangige
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Briiche werden demnach in der G2-Phase durch HR repariert. Die langsame Komponente
spiegelt somit in dieser Phase des Zellzyklus die HR-vermittelte Reparatur wider.

Eine weitere Mdglichkeit, die Beteiligung der HR an der DSB-Reparatur zu charakterisieren,
besteht in der Untersuchung von Rad51-Foci. Diese bilden sich mit langsamer Kinetik an
durch HR reparierten Schadensorten und geben Aufschluss Gber den Anteil der HR an der
gesamten DSB-Reparatur (Bekker-Jensen et al. 2006, Schlegel et al. 2006). Die Entstehung
von Rad51-Foci nach der Behandlung mit Etoposid konnte gezeigt werden (Abb. 5.31A). Dies
bestétigt die Beteiligung der HR an der Reparatur etoposidinduzierter DSBs. Die Korrelation
zwischen HR-Reparatur und der langsamen Reparaturkomponente wird beim Vergleich von
Abb. 5.28B und Abb. 5.31B deutlich. Der Anteil an Rad51-Foci 2 h nach Etoposidbehandlung
entspricht nahezu vollstandig dem Anteil an DSBs, der durch die langsame Komponente ab
etwa 4 h repariert wird. Dabei ist der Anteil der HR an der Gesamtreparatur nach
Etoposidbehandlung deutlich geringer als nach Réntgenstrahlung (Abb. 5.31C). Dies korreliert
mit dem Reparaturdefekt in BRCA2-defizienten Zellen nach Etoposidbehandlung (Abb. 5.30)
bzw. Rontgenstrahlung (Abb. 5.9). Diese Ergebnisse bestatigen Arbeiten von Adachi et al.
(2003), der bereits eine geringe Beteiligung der HR an der Reparatur etoposidinduzierter
DNA-Schéaden zeigen konnte.

Die Reparatur von ATM/Artemis-abhangigen Brichen wird somit in G2 durch den
Reparaturweg der HR abgeschlossen. Wie die Reparatur dieser DNA-Schéden in der G1-
Phase fortgefuhrt wird, wurde in dieser Arbeit nicht weiter untersucht. Allerdings gibt es
Hinweise darauf, dass DNA-PK fur die Reparatur von etoposidinduzierten DSBs nicht
unbedingt notwendig ist (Adachi et al. 2004). Somit besteht die Méglichkeit, dass in G1 nur
ATM/Artemis-abhangige Briche die Anwesenheit funktionaler DNA-PK zur erfolgreichen
Reparatur zwingend erfordern, wahrend alle anderen Briche UUber einen DNA-PK-
unabhangigen Weg des NHEJ repariert werden kdnnen, wie es nach IR der Fall ist (Abb. 5.16,
Abb. 5.19, Riballo et al. 2004).

Das vorgestellte Modell zur Reparatur strahleninduzierter DNA-Schaden assoziiert die ATM-
Abhangigkeit von DSBs mit deren Lokalisation im Heterochromatin. Strahlungsinduzierte
DNA-Schaden treten aufgrund der zufalligen Verteilung Uber den Zellkern auch im
Heterochromatin auf. Dagegen hangt die Induktion von Etoposidschaden direkt von der
Aktivitat des beeinflussten Enzyms Topoll ab. Dies fuhrt zu der Frage, ob etoposidinduzierte
DNA-Schaden auch im Heterochromatin entstehen. Da die transkriptionelle Aktivitat im
Heterochromatin reduziert ist (Richards & Elgin 2002), konnte dies auch auf den Anteil der im
Heterochromatin lokalisierten Etoposidbriiche zutreffen. Somit wirde Behandlung mit
Etoposid deutlich weniger heterochromatinassoziierte DNA-Schaden induzieren. In diesem

Fall bestatigt das Ergebnis das in Abb. 6.1 gezeigte Modell der DSB-Reparatur. Demnach
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erstreckt sich die Aktivitdt von ATM nur auf DNA-Schaden, die im Heterochromatin lokalisiert
sind. Somit ist der Reparaturdefekt, der durch Defizienz in ATM entsteht, nach
Etoposidbehandlung im Vergleich zu IR ebenfalls reduziert.

Allerdings gibt es Hinweise auf Aktivitdten im konstitutiven Heterochromatin, das in humanen
Zellen etwa 20 % des Genoms ausmacht (Dimitri et al. 2005). Diese erfordern eine Beteiligung
der Topoll zur Vermeidung von sterischen Spannungen. Die Transkription von repetitiven
Elementen v. a. in der Centromer-Region der Chromosomen wird mit der Bildung von kleinen
RNA-Elementen (small RNA, sRNA) in Verbindung gebracht. Diese sind wiederum an der
Stilllegung von Gensequenzen beteiligt (Buhler & Moazed 2007). In Drosophila melanogaster
existieren Uber 200 aktiv transkribierte Gene in ausgedehnten Heterochromatinbereichen des
Genoms (Smith et al. 2007). In humanen Zellen erfolgt die Initiation der Transkription an den
meisten Genen, auch an den inaktivierten (Guenther et al. 2007). Jedoch konnte an inaktiven
Genen keine Elongation nachgewiesen werden, was auf eine Postinitiationsregulation
hindeutet (Guenther et al. 2007). Diese Studien belegen, dass Heterochromatin nicht wie
bisher angenommen aus stillgelegter, unbrauchbarer DNA besteht, sondern durchaus fur den
Metabolismus der Zelle von Bedeutung ist. Somit ist die Aktivitdt von Topoll auch in diesen
Bereichen des Genoms notwendig. Zudem gibt es Hinweise auf eine direkte Beteiligung der
Topoll an der Regulation der Chromatinkondensation vor der Mitose, was die Aktivitat des
Enzyms in kondensierten DNA-Bereichen andeutet (Adachi et al. 1991, Germe & Hyrien
2005). Somit sollte Etoposid auch im Heterochromatin DNA-Schaden induzieren.
Untersuchungen der Lokalisation von etoposidinduzierten DSBs konnten bestatigen, dass die
Verteilung der Briche in Eu- bzw. Heterochromatin keine signifikanten Unterschiede zu
strahleninduzierten Briichen zeigen (Jeggo, mindliche Mitteilung).

Jedoch ist der Anteil an ATM/Artemis-abhangigen DNA-Schaden nach Etoposidbehandlung
wesentlich geringer als nach Behandlung mit Rontgenstrahlung. Dies mag zum einen daran
liegen, dass Topoll vor allem in Heterochromatinbereichen aktiv wird, die gewisse Aktivitat
aufweisen. Diese konnten dadurch eine ohnehin aufgelockertere Struktur zeigen, was auch
die Zuganglichkeit fir Reparaturfaktoren verbessert. Alternativ kdnnte man sich vorstellen,
dass ATM nicht fir alle heterochromatinassoziierten DSBs bendtigt wird. Nach
Etoposidbehandlung ist ein GrofR3teil der DNA-Schaden im Euchromatin lokalisiert und kann
sehr schnell Gber NHEJ repariert werden. Im Heterochromatin werden Etoposidschaden nicht
ausschlie3lich unter Beteiligung von ATM und Artemis repariert, wie dies bei
strahleninduzierten DSBs der Fall ist. Ein Teil dieser Briche kann vermutlich ohne
Auflockerung des Chromatins ATM-unabh&ngig Uber NHEJ repariert werden.

Somit konnte der fiur die Reparatur von etoposidinduzierten DNA-Schaden zustandige

Reparaturweg nicht nur durch die Lokalisation des DNA-Schadens bestimmt sein. Auch die
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Eigenschaften eines DNA-Schadens scheinen den Bedarf der Prozessierung durch ATM und

Artemis zu beeinflussen.

6.2.8. Uberlegungen zur Charakterisierung ATM- bzw. Artemis-abhangiger DNA-
Schéaden

Die Beteiligung der Reparaturfaktoren ATM und Artemis an der Reparatur strahleninduzierter
DNA-Schaden zeigt eine direkte Korrelation mit dem Anteil an heterochromatinassoziierten
DSBs. Dies ist bei Briichen, die durch Etoposid verursacht werden, nicht der Fall. Der Anteil
ATM/Artemis-abhangiger Briche an der Gesamtschadenszahl ist hier deutlich geringer als der
Anteil heterochromatinassoziierter DNA-Schéden. Dies ist ein Hinweis auf die Beteiligung
weiterer Faktoren an der Entscheidung, welcher Reparaturweg fir die Beseitigung eines
aufgetretenen Schadens zustandig ist.

Die Lokalisation eines Bruches im Heterochromatin schrankt die Zuganglichkeit der
Schadensstelle fur verschiedene Reparaturfaktoren ein (Downs et al. 2007). So ist die PIKK-
spezifische Phosphorylierungsstelle von H2AX in der Solenoidfaser nicht frei zugénglich.
Durch Chromatinrelaxierung wird die Phosphorylierung zumindest vereinfacht und erlaubt
daruber hinaus die Translokation der PIKKs zur Amplifizierung des Schadenssignals im
Umfeld der Schadensstelle (Downs et al. 2007). In Abwesenheit der zusténdigen
Chromatinremodellierungsfaktoren wird die Phosphorylierung von H2AX verzdgert (Downs et
al. 2007). Dadurch verlangert sich der Zeitraum, in dem ein DNA-Schaden unrepariert vorliegt.
In dieser Zeit konkurrieren die initialen Reparaturfaktoren der HR und des NHEJ um die
Bindung an die Schadensstelle. Ku70/Ku80 binden mit hoher Affinitdt an den DSB und
verlassen diesen auch sehr rasch wieder, sodass die Frequenz von Assoziation und
Dissoziation mit den Enden des DSBs sehr hoch ist (Mari et al. 2006). Trifft DNA-PK.s auf am
DSB gebundenes Ku70/Ku80, erfolgt die Autophosphorylierung und der Komplex dissoziiert
sehr schnell vom Schadensort, um fir die Ligation durch Ligd/XRCC4 Platz zu schaffen
(Uematsu et al. 2007). Ist in diesem Moment kein Ligd/XRCC4-Komplex zugegen, kommt es
zur erneuten Dissoziation der Reparaturfaktoren und das Spiel beginnt von vorn. HR-Faktoren
dagegen binden deutlich seltener, jedoch wird der DSB zur Vorbereitung der HR-Reparatur
vermutlich durch den MRN-Komplex in Kooperation mit CtIP anresektiert (Huertas et al. 2008).
Daraufhin verlassen die initialen HR-Faktoren den Bruch wieder, bevor die endgiltige
Resektion stattfindet. Die Bindung der Initialisierungsfaktoren des NHEJ ist nun aber nicht
mehr mdglich (Mimitou et al. 2008, Gravel et al. 2008). Diese DSBs sind fur eine Reparatur
Uber HR markiert.

Ein &hnliches Szenario bietet sich bei DNA-Schaden, die aufgrund komplizierter
Modifikationen der Bruchenden nicht direkt von den Kernkomponenten des NHEJ ligiert

werden koénnen. Sie bedurfen der zeitaufwendigen Prozessierung, was wiederum die
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Verweildauer in unrepariertem Zustand verlangert und die Wahrscheinlichkeit der Bindung von
HR-Faktoren erhoht.

Die Berucksichtigung der Zeit, die ein DSB unrepariert verbleibt, bietet die Mdglichkeit, die
Reparatur strahlen- sowie etoposidinduzierter DNA-Schaden durch ein gemeinsames Modell
zu erklaren. Die Verweildauer in unrepariertem Zustand wird sowohl durch die Lokalisation wie
auch durch die Komplexitat eines DNA-Schadens beeinflusst. IR-induzierte DSBs zeigen eine
groRe Varianz an moglichen Modifikationen der Bruchenden. Die Beschaffenheit der DSBs
scheint die Reparatur der im Heterochromatin lokalisierten DNA-Schéaden zusatzlich zu
verlangsamen, sodass vermutlich der Grof3teil dieser DSBs nur in Anwesenheit von ATM und
Artemis repariert werden kann. Somit korrelliert der Anteil ATM/Artemis-abhéngiger DSBs
sehr gut mit dem Anteil an heterochromatinassoziierten DNA-Schaden. Im Fall von
etoposidinduzierten DSBs scheint die geringe Komplexitat der im Heterochromatin
lokalisierten DNA-Schéden die geringe ATM- bzw. Artemis-Abhéngigkeit zu bedingen. Jedoch
ist die zeitliche Verzégerung nicht grof3 genug, um alle im Heterochromatin befindlichen DNA-
Schaden der Reparatur Uber die langsame Komponente zuzufuihren. Vielmehr kann die
Reparatur auch im Heterochromatin sehr schnell durch NHEJ durchgefiihrt werden.

Diese Interpretation ermdglicht die Vereinbarung von frilheren Modellvorstellungen mit den
gewonnenen Erkenntnissen. So ist eine durch Modifikation der Bruchenden erhohte
Komplexitat der DNA-Schéaden fir die Abh&ngigkeit von ATM und Artemis von Bedeutung
(Riballo et al. 2004, Lobrich & Jeggo 2005). Daruber hinaus kann auch die Lokalisation von
DSBs im Heterochromatin zur Abh&ngigkeit von ATM und Artemis beitragen.

Moglicherweise entsteht der Bedarf fir ATM und Artemis erst durch die lange Verweildauer
der DSBs in unrepariertem Zustand. Initiale HR-Faktoren kdnnen binden, bereiten die DSB-
Enden fir die Reparatur vor und markieren die Briiche so fiir eine HR-abhéngige Reparatur.
Die im Zuge der HR ablaufenden Prozesse wie Resektion und Stranginvasion erfordern u. a.
die Entfernung von Nukleosomen und sind auf eine gewisse Flexibilitdt des DNA-Fadens
angewiesen (Downs et al. 2007). Das dichtgepackte Chromatin muss daher weit gedffnet
werden und die Aktivitat von ATM wird zur Auflésung der dichtgepackten
Heterochromatinstruktur benétigt. ATM und Artemis arbeiten in einem gemeinsamen
Reparaturweg und sind fur die gleiche Subpopulation an DNA-Schaden zustandig.
Mdoglicherweise entstehen durch die frihen Schritte zur Vorbereitung des HR-Prozesses
Strukturen, die durch die Endonukleasefunktion von Artemis vor der Reparatur entfernt
werden muassen.

In G1, wo die HR nicht zur Verfigung steht, werden ATM/Artemis-abhéngige Briche durch
NHEJ repariert. Allerdings ist zur erfolgreichen Reparatur funktionale DNA-PK notwendig und
die DNA muss ebenfalls durch ATM entwunden werden. Die gleichzeitige Abhangigkeit von
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Artemis deutet darauf hin, dass auch hier Strukturen vorliegen, die vor der Reparatur durch
Artemis entfernt werden miissen. Mdglicherweise treten Verdnderungen der Bruchstelle durch
den gleichen Prozess auf, der die Briiche fiir die ATM-abhéangige Reparatur Uber HR in G2

markiert.

Es konnte gezeigt werden, dass ATM und Artemis nicht unmittelbar durch aktivierende
Prozesse aneinander gekoppelt sind (Goodarzi et al. 2006). Dies wirft die Frage auf, ob es
Situationen gibt, in denen beide Proteine unabhangig voneinander aktiv werden. Von
S. Conrad durchgefiihrte Reparaturstudien nach Bestrahlung mit Kohlenstoffionen geben
weiteren Einblick in die Funktion und Zustandigkeit der beiden Reparaturfaktoren.
Kohlenstoffionen weisen einen hohen LET auf und verursachen DNA-Schaden mit
komplizierter Struktur, die mit verlangsamter Kinetik repariert werden (Conrad, mindliche
Mitteilung). Die Reparaturfunktion von ATM scheint auf das Offnen der
Heterochromatinstruktur beschréankt zu sein und spiegelt sich in einem Reparaturdefekt von
etwa 20 % in ATM-defizienten Zellen wider (Conrad, muindliche Mitteilung). Dagegen
verbleiben in Artemis-defizienten Zellen mit etwa 40-45 % ein deutlich groRerer Anteil an
DSBs unrepariert (Conrad, mindliche Mitteilung), der auch den Anteil an
heterochromatinassoziierten DNA-Schaden Ubersteigt.  Vermutlich  werden  die
schwerioneninduzierten DNA-Schaden auch im Euchromatin so langsam repariert, dass es
zur Entstehung von Strukturen kommt, die vor der Reparatur durch Artemis prozessiert
werden muassen. Aul3erdem kdnnten durch die Bestrahlung zuséatzlich Strukturen auftreten, die
per se der Bearbeitung durch Artemis bedirfen. Es konnte eine Fraktion von DNA-Schaden
identifiziert werden, die ausschlie3lich Artemis und kein ATM zur Reparatur bendtigen und die
nicht aufs Heterochromatin beschrankt zu sein scheinen. Diese vorlaufigen Erkenntnisse
bestétigen die oben diskutierte Modellvorstellung. Die Zeit, die ein DNA-Schaden unrepariert
verbleibt, scheint bei der Entscheidung Uber den zustandigen Reparaturweg eine bedeutende

Rolle zu spielen.

6.2.9. Ausblick

Die diskutierten Schlussfolgerungen basieren v. a. auf der indirekten Analyse der Beziehung
zwischen Proteinen durch Epistasisstudien. Der direkte Nachweis der Beteiligung von Artemis
an der HR ist fur die Bestatigung des diskutierten Modells von immenser Bedeutung. Zur
zweifelsfreien Verifizierung miissen weitere Verfahren zur Uberpriifung der Beteiligung von
Reparaturfaktoren an der HR angewendet werden.

Eine Mdglichkeit, die Beteiligung von Artemis an der HR direkt zu zeigen besteht in der
Analyse von Schwesterchromatidaustauschen (sister chromatid exchanges, SCE). Diese

Methode beruht auf dem Nachweis des reziproken Austauschs von DNA-Sequenzen
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zwischen homologen Sequenzen der Schwesterchromatiden (Wilson & Thompson 2007). Der
genaue Mechanismus des SCE bleibt unklar. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass
Saugerzellen mit Defekten in Kernkomponenten der HR wie Rad54 bzw. Rad51 eine
reduzierte Rate spontan auftretender SCEs aufweisen. Dies ist bei NHEJ-defekten Ku70-
Mutanten nicht der Fall (Sonoda et al. 1999), was auf eine Beteiligung der HR an der
Entstehung von SCEs hinweist. Exogen induzierte DNA-Schaden, die durch HR beseitigt
werden, fuhren zu einer Erhohung der SCE-Rate. Diese Methode kdnnte zur Untersuchung
der Beteiligung von ATM wund Artemis an der HR-vermittelten Reparatur von
strahleninduzierten DSBs verwendet werden. Bei direkter Funktion der beiden
Reparaturfaktoren in der HR sollte die durch Schadensinduktion erhdohte SCE-Rate in ATM-
und Artemis-defizienten Zellen aufgrund der Beeintrachtigung des HR-Prozesses nicht

auftreten.

Der Einbau des Thymidinanalogons BrdU an durch HR reparierten DSBs ist aufgrund der
ausgepragten neusynthetisierten Bereiche ein mdglicher Ansatzpunkt der direkten
Untersuchung von HR-assoziierten Reparaturfaktoren. Nach der Denaturierung der DNA kann
der immunfluoreszenztechnische Nachweis der BrdU-markierten DNA-Bereiche mit Hilfe von
spezifischen BrdU-Antikdrpern erfolgen. Diese Bereiche sollten bei Defizienzen in der HR
nicht auftreten und belegen direkt die Beteiligung eines Reparaturfaktors an der HR. Diese
Methode konnte in unserem Labor etabliert werden und wird augenblicklich zur Uberpriifung

der in dieser Arbeit prasentierten Ergebnisse herangezogen.

Die genaue Beschaffenheit von DNA-Schaden, die der Endonukleasefunktion von Artemis
bedirfen, bleibt unklar. Es konnte gezeigt werden, dass Artemis bereits sehr frih im HR-
Prozess aktiv wird (vergleiche Kapitel 6.2.4). Ein entscheidender Schritt in der Vorbereitung
der HR ist die Resektion der DNA an der Bruchstelle zur Herstellung von ausgedehnten
3"-Uberhéngen, die mit dem einzelstrangspezifischen Bindeprotein RPA besetzt und so vor
Degradation und Abbau geschitzt werden. In diesem Zusammenhang erlangt CtIP
zunehmend Beachtung. Dieses interagiert mit dem MRN-Komplex, erlangt dadurch selbst
Nukleaseaktivitat und wird mit der Anresektion der Bruchenden vor der eigentlichen Resektion
in Verbindung gebracht (Sartori et al. 2007, Mimitou et al. 2008). Artemis-defiziente Zellen
sind bereits in der Ausbildung von RPA-Foci beeintrachtigt (Barton, mundliche Mitteilung).
Somit besteht die Mdglichkeit, dass bei der Vorbereitung der Resektion durch CtIP Strukturen
entstehen, die vor der Fortsetzung der Reparatur durch die Endonukleaseaktivitat von Artemis
entfernt werden missen. So kénnten die einzelstrangigen Uberhénge unter Entstehung von
hairpins oder foldbacks mit sich selbst paaren, so das Bruchende blockieren und das Binden

weiterer Reparaturfaktoren verhindern. Eine Uberprifung dieser Annahme konnte ebenfalls
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unter Zuhilfenahme der siRNA-Technologie durchgefihrt werden. So kénnte der Einfluss der
siRNA-vermittelten Herunterregulation von CtIP auf die Reparaturkapazitidt von Artemis-
defizienten Zellen untersucht werden. Hangt die Entstehung von Artemis-abhangigen
Strukturen mit der Aktivitdt von CtIP zusammen, so sollte der Artemis-Reparaturdefekt durch

Entfernen von CtIP aufgehoben werden.

Die Frage, inwieweit die Lokalisation eines DSBs im Heterochromatin bzw. die Komplexitat
des DSBs fur die ATM/Artemis-abhangige Reparatur verantwortlich ist, kann ebenfalls durch
gezielte Herunterregulation von Proteinen weiter untersucht werden. Durch siRNA-vermittelte
Herunterregulation des Chromatinorganisators KAP-1 kann die Chromatinstruktur aufgelockert
werden. Ist die ATM-Abhangigkeit durch den dicht gepackten Chromatinstatus bedingt, sollte
bei ATM-defizientem Hintergrund der ATM-Reparaturdefekt nicht mehr auftreten. Dieser
Versuchsansatz erlaubt bei Untersuchung Artemis-defizienter Zellen auch eine Aussage Uber
die gekoppelte Funktion von ATM und Artemis. Die Untersuchung der Auswirkung der
Chromatinrelaxierung auf Artemis-defiziente Zellen erlaubt erste Einblicke in das
Zusammenspiel der beiden Reparaturfaktoren. Verschwindet der Artemis-Reparaturdefekt, so
scheint die Aktivitdt von Artemis ebenso wie bei ATM auf heterochromatinassoziierte Briiche
beschréankt zu sein. Wird der Reparaturdefekt nur teilweise reduziert, so deutet dies darauf
hin, dass Strukturen, die vor der Reparatur durch Artemis bearbeitet werden missen, auch im
Euchromatin auftreten. In jungsten Reparaturstudien nach Bestrahlung mit Kohlenstoffionen,
die zur Induktion von hochkomplexen DNA-Schéaden filhren, konnte eine Fraktion von DNA-
Schaden identifiziert werden, die einer Artemis-abhangigen Prozessierung bedarf, aber keine
Abhangigkeit von ATM aufweist (Conrad, mindliche Mitteilung). Dies deutet auf eine
entkoppelte Funktion von ATM und Artemis bei besonderer Komplexitat der Schaden hin.
Weiterfuhrende Untersuchungen v. a. von HR-Mutanten kdnnen Aufschluss uber das
Zusammenspiel der Reparatur von ATM- bzw. Artemis-abh&ngigen Brichen und dem

Reparaturweg der HR geben.

Es konnte gezeigt werden, dass ATM/Artemis-abhéangige Briche in der G1l-Phase in das
NHEJ eingespeist werden, wahrend in der G2-Phase die Reparatur Uber HR fortgefuhrt wird.
Sollten Artemis-abhangige Strukturen in Vorbereitung der HR und in G1 durch NHEJ repariert
werden, so deutet dies darauf hin, dass ein Wechsel zwischen HR und NHEJ auch nach der
Initiation der Reparatur moglich ist. Somit waren beide Reparaturwege nicht strikt voneinander
getrennt. Dies fihrt zu der Frage, ab welchem Schritt ein DNA-Schaden unumkehrlich auf
einen bestimmten Weg festgelegt ist. Die weitere Untersuchung dieser Fragen erlaubt
wertvolle Einblicke in das Wechselspiel der verschiedenen Reparaturwege, die dazu

beitragen, die komplexe Regulation der DNA-Reparatur zu verstehen.
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6.3. Untersuchungen zur Reparatur kovalent verknupfter Protein-DNA-Komplexe

6.3.1. Zur Funktion des MRN-Komplexes bei der Reparatur von
etoposidinduzierten DNA-Schaden

Der letzte Teil dieser Arbeit widmet sich der Reparatur von etoposidinduzierten Protein-DNA-
Komplexen. Die Tatsache, dass Zellen mit Defizienzen in Komponenten des MRN-Komplexes
sensitiv auf Epipodophyllotoxine reagieren (Malik & Nitiss 2004) deutet darauf hin, dass
diesen eine Rolle in der Reparatur der durch diese Chemikalien hervorgerufenen L&sionen
zukommt. Allerdings ist noch nicht bekannt, ob die entstehenden Reparaturdefekte auf Fehler
in der Entfernung der Protein-DNA-Komplexe oder auf die Einschrénkung der anschlieRenden
DNA-Reparaturwege zuriickzufuhren sind. Etoposidinduzierte DSBs weisen eine kovalente
Verknupfung der Topoll am 5°-Ende der Bruchenden auf (Wang 1996). Der erste Schritt der
Reparatur solcher DNA-Schaden besteht in der Entfernung dieser Strukturen vom Bruchende
des DSBs. Dies geschieht durch nukleolytische Spaltung der DNA, was in der Freisetzung der
Topoll sowie eines kurzen DNA-Fragments resultiert (Connelly & Leach 2004). Der
Reparaturdefekt von MRN-defizienten Zellen nach Etoposidbehandlung zeigt, dass der MRN-
Komplex neben seiner Reparaturfunktion fur die Aufldsung von kovalent verknipften DNA-
Protein-Komplexen von Bedeutung ist. Dies wird durch Studien in verschiedenen Spezies
bestétigt. In S. pombe konnte die Beteiligung der Nukleaseaktivitdit des Mrell-Homologs
Rad32 an der Auflosung der Topoll-DNA-Derivate gezeigt werden (Hartsuiker et al. 2009). Bei
der Replikation des Bakteriophagen T4 auftretende kovalent verknupfte DNA-Topoll-
Komplexe werden durch Homologe von Rad50 und Mrell (gp46/gp47-Komplex) entfernt
(Stohr & Kreuzer 2001). Zudem gibt es Hinweise, dass der MRN-Komplex an der Auflésung
anderer kovalent verknupfter Protein-DNA-Komplexe beteiligt ist. In E. coli entfernt das MR-
Homolog SbcCD kovalent gebundene Proteine durch Einflihrung eines DSBs vom Ende eines
DNA-Duplex (Connelly et al. 2003). In S. cerevisiae konnte die Beteiligung des MRN- bzw.
MRX-Komplexes an der Reparatur von DSBs mit kovalent verknipftem Spoll, das mit der
Initiation der meiotischen Rekombination in Verbindung gebracht wird, gezeigt werden (Neale
et al. 2005). In Saugern konnte eine weitere wichtige Funktion des MRN-Komplexes, die mit
der Entfernung von kovalenten Protein-DNA-Komplexen zusammenhéngt, identifiziert werden.
Adenoviren nutzen die Transkriptionsmaschinerie der Wirtszelle zur Replikation des
Virusgenoms. Dabei sind die Enden der einzelnen Genomeinheiten durch kovalent verkniipfte
terminale Proteineinheiten (precursor polypeptide, pTP) geschiitzt (de Vries et al. 1989).
Durch Abwehrmechanismen der Wirtszelle wird die E4-Region des Virus entfernt. Es kommt
zur Ausbildung langer DNA-Strange aus vielen, hintereinanderliegenden Virusgenomeinheiten
(concatemere), die nicht mehr verpackt werden kdnnen (Weiden & Ginsberg 1994). Es konnte
gezeigt werden, dass die Bildung von concatemeres durch Entfernung des schitzenden pTPs

vom Ende des Virusgenoms ausgelost wird. An diesem Prozess ist die durch Mrell
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vermittelte Nukleaseaktivitdt des MRN-Komplexes maR3geblich beteiligt (Stracker et al. 2002).
Die nun freien Enden der Virusgenomeinheiten werden als DNA-Schaden erkannt und durch
NHEJ verknipft.

Zur weiteren Untersuchung der Bedeutung des MRN-Komplexes fir die Reparatur dieser
speziellen Lasionen wurde das Reparaturvermégen von humanen Fibroblasten mit
Defizienzen in Komponenten des MRN-Komplexes sowie von ATM- und Artemis-defiziente
Zellen nach der Behandlung mit IR bzw. Etoposid charakterisiert. Defekte in der MRN-
Komponente NBS1 fiihren zu einer Beeintrdchtigung der Reparaturkapazitat von IR-
induzierten DNA-Schaden (Abb. 5.33A). Der resultierende Reparaturdefekt gleicht in Ausmalf3
und Verlauf der Kinetik dem von ATM- bzw. Artemis-defizienten Zellen. Dieser Effekt kann
dadurch erklart werden, dass NBS1 und damit der MRN-Komplex an der Aktivierung von ATM
beteiligt sein kénnte (Dupre et al. 2006). Allerdings ist der genaue Ablauf der Aktivierung von
ATM unklar. Es gibt zumindest Hinweise, dass ATM nach der Erkennung der
Chromatinveranderung an der Bruchstelle durch Autophosphorylierung aktiv wird und die
DNA-Schadensantwort in Gang setzt (Bakkenist & Kastan 2003). Somit deutet die Ausbildung
eines identischen Reparaturdefekts auf eine mechanistische Beziehung zwischen ATM und
dem MRN-Komplex hin. Es konnte gezeigt werden, dass der MRN-Komplex zusammen mit
anderen Mediatorproteinen wie MDC1 oder 53bp1 an der Ausbildung einer Reparaturplattform
an der Schadensstelle teilnimmt (van Attikum & Gasser 2009). ATM wird gebunden, bleibt an
der Schadensstelle lokalisiert und phosphoryliert weitere Interaktionspartner. So kann das
Schadenssignal amplifiziert und weitergeleitet werden.

Die in Kapitel 6.2.6 beschriebene Modellvorstellung bringt ATM mit der Reparatur von
heterochromatinassoziierten DSBs in Verbindung. Dabei wird die ATM-vermittelte Relaxierung
des Chromatins durch Phosphorylierung des Chromatin-Organisators KAP-1 initiiert (Ziv et al.
2006, Goodarzi et al. 2008). Die MRN-vermittelte Ausbildung von Reparaturplattformen ist
insbesondere bei der Reparatur dieser DNA-Schaden wichtig. Vermutlich wird nur bei am
Schadensort immobilisiertem ATM ein ausreichend starkes Signal in Form von
phosphoryliertem KAP-1 gebildet. Ohne funktionalen MRN-Komplex kann keine Plattform
gebildet werden, ATM wird nicht an der Schadensstelle gebunden und entfernt sich durch
Diffusion vom Schadensort. Mdoglicherweise genlgt die durch frei bewegliches ATM
phosphorylierte Menge an KAP-1 nicht, um eine ausreichende Relaxierung der
Chromatinstruktur durchzufiihren. Heterochromatinassoziierte DSBs kdnnen somit nicht
repariert werden.

Die Bedeutung von ATM fir die Reparatur etoposidinduzierter DNA-Schéden ist deutlich
geringer (vergleiche Kapitel 6.2.7). Allerdings zeigen Zellen mit Defizienzen in Mrell sowie
NBS1 einen deutlichen Reparaturdefekt (Abb. 5.33B). Defekte in Kernkomponenten des NHEJ

fuhren zu einem massiven Reparaturdefekt, der den Defekt von MRN-Mutanten ubertrifft
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(Abb. 5.33B). Dieses Ergebnis bestatigt die Beteiligung des MRN-Komplexes an der
Reparatur von kovalent verknlpften Protein-DNA-Komplexen. Allerdings wird der MRN-
Komplex nur fir die Reparatur einer Subpopulation der etoposidinduzierten DSBs bengtigt.
Die Aufldsung von DNA-Topoll-Komplexen kdnnte auch von anderen Nukleasen durchgefihrt
werden. DNA-Schaden, die eine kovalente Verknipfung mit Topol aufweisen, werden durch
Hydrolyse der Tyrosin-Phosphodiesterbindung repariert (Pouliot et al. 1999). Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass vergleichbare Mechanismen fir kovalent verknlpfte Topoll-
DNA-Komplexe existieren, die an der Reparatur etoposidinduzierter DNA-Schaden beteiligt

sind.

6.3.2. Uberpriifung der Spezifitat der reduzierten Reparaturkapazitat von MRN-
Mutanten durch Vorbehandlung mit dem katalytischen Topoll-Inhibitor
Aclarubicin

Um zu Uberprifen, ob die unterschiedliche Reparaturkapazitat der untersuchten Zelllinien auf
die durch Etoposidbehandlung entstehenden Schaden zurlckzufihren ist, wurde eine
Vorbehandlung mit einem Topoll-Inhibitor durchgefihrt. Wahrend Topoisomerasegifte wie
Etoposid das Enzym durch Stabilisierung eines Intermediatzustandes in ein cytotoxisches
Agenz verwandeln und die Ausbildung von DNA-Schaden induzieren, unterbinden
Topoisomeraseinhibitoren die Interaktion zwischen Enzym und DNA (Nitiss et al. 1997). Durch
diese Vorbehandlung wird die Ausbildung von etoposidinduzierten DNA-Schaden bei WT-
Zellen und Mrell-defizienten Zellen verhindert (Abb. 5.34). Dies beweist die Spezifitat der in
Abb. 5.33 gezeigten Ergebnisse.

Das Anthracyclin Aclarubicin (Aclacinomycin A) wirkt als katalytischer Inhibitor und bindet an
die DNA (Jensen et al. 1990). Aclarubicin wirkt somit upstream von Etoposid, die
Kontaktaufnahme des Enzyms mit der DNA wird verhindert und es kommt nicht zur
Ausbildung eines cleavage complex, der von Etoposid unter Ausbildung von DNA-Schaden
stabilisiert werden kann. Diese antagonistische Wirkung von Topoll-Inhibitoren wie Aclarubicin
und Topoll-Giften wie Etoposid konnte bereits gezeigt werden (Jensen et al. 1990, Tanabe et
al. 1991). Dieses Kontrollexperiment bestatigt die Beteiligung des MRN-Komplexes an der

Reparatur von etoposidinduzierten DNA-Protein-Komplexen.

6.3.3. Ausblick

CtIP ist ein Interaktionspartner des MRN-Komplexes, der die Endonukleaseaktivitat von Mrell
steigert (Sartori et al. 2007). Beide sind an der Resektion von freien DSB-Enden in der
Homologen Rekombination beteiligt (Limbo et al. 2007, Sartori et al. 2007). Ctpl, das
S. pombe-Homolog zu CtIP, ist ebenfalls an der Entfernung von Topoll-DNA-Komplexen
beteiligt (Hartsuiker et al. 2009a). AuRerdem werden auch kovalente Protein-DNA-Komplexe

mit dem Spoll-Homolog Recl2, die im Zusammenhang mit der Initiation der meiotischen
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Rekombination in S. cerevisiae auftreten (Keeney et al. 1997), nur in Anwesenheit von Ctpl
aufgelost (Hartsuiker et al. 2009b). Dies legt nahe, dass CtIP auch in S&ugern an der
Reparatur von Protein-DNA-Komplexen insbesondere nach Etoposidbehandlung beteiligt ist.
Eine Mdglichkeit, diese Frage zu klaren, besteht in der Untersuchung der Reparaturkapazitat
von etoposidinduzierten DNA-Schéaden nach siRNA-vermittelter Herunterregulation von CtIP.
Die siRNA-Technik bietet hier auch die Mdglichkeit, die gezeigten Ergebnisse, die in primaren
humanen Fibroblasten mit unterschiedlichem genetischen Hintergrund sowie bei teilweise
vorhandener Restaktivitdt des betreffenden Proteins gewonnen wurden, durch gezielte
Herunterregulation des gewinschten Proteins vor genetisch einheitlichem Hintergrund zu
bestétigen.

Die Beseitigung von kovalent verknipften Protein-DNA-Strukturen ist fir die Erhaltung der
genomischen Integritat von groRer Wichtigkeit. So kbnnen DNA-Schéaden, die beispielsweise
durch Kollision mit Replikationsgabeln entstehen, vermieden werden. Vorhandene DSBs
werden allerdings von der gebundenen Proteinkomponente verdeckt, was die Reparatur
behindert. Die weitere Charakterisierung der Rolle des MRN-Komplexes bei der Auflosung
dieser DNA-Lasionen bietet Einblick in einen Vorgang, der die Reparatur eines nicht frei

zuganglichen DSBs durch die bekannten Reparaturmechanismen ermdéglicht.
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