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Zusammenfassung

DNA-Schaden stellen ein potentiell letales Ereidfilseine Zelle dar. Die zellulare Antwort auf
DNA-Schaden ist vielschichtig und kann zu Zellzydwest, Reparatur des Schadens oder
Apoptose fuihren. Abhangig von der Art des DNA-Saredwird die zellulare Schadensantwort
uber den ATR- oder den ATM-Signalweg eingeleiteer MRN-Komplex, bestehend aus den
Proteinen RAD50, MRE11 und NBN, spielt eine ess#tiRolle in der Detektion von DNA-
Doppelstrangbriichen und in der Reparatur diesesdscis. Ein Defekt in dieser komplexen
Signalkaskade kann zu einer genomischen Instabilitdl zu Chromosomenfehlsegregationen
unter Ausbildung von Chromatin-Bricken flhren. Ratittionen in diesen Proteinen sind mit der
Entstehung von Krebserkrankungen, unter andererstiBabs, verbunden. Eine Untersuchung der
Proteine des MRN-Komplexes in Brustkrebszelllinidentifizierte eine Aminosauresubstitution
p.R215W imNBN Gen der Brustkrebszelllinie HCC1395. Das muti®iN in dieser Zelllinie
war instabil und zeigte keine fokale Akkumulatioach DNA-Schadigung. Weitere funktionelle
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zeigten,s ddiese Mutation nicht mit einer
signifikanten Beeintrachtigung der ATM-Kinaseakidtj jedoch mit einer reduzierten Verbreitung
von Reparaturfoci der Proteinél2AX, MDC1 und 53BP1 assoziiert war. Dies stehtEmklang

mit einer dualen Funktion des MRN-Komplexes in gdemaren Schadenserkennung wie auch der
spateren Propagation des Signals. Wahrend die iBankies MRN-Komplexes in der ATM-
vermittelten Schadensantwort bereits gut charadiegtiist, gibt es noch wenige Erkenntnisse tber
die Funktion in der ATR-vermittelten Schadensantvgmwie in der Mitose und Cytokinese. In
dieser Arbeit wurde die Relevanz des RAD50 ProtémsATR-Signalweg und in der Mitose
untersucht. Bei der funktionellen Charakterisier@imger RAD50-defizienten Zelllinie konnte ein
partieller Defekt in der ATR-vermittelten Schademtsart nachgewiesen werden, der sich in der
Bildung vonyH2AX Reparaturfoci, aber nicht im G2/M-Zellzyklusast manifestierte. Dartiber
hinaus konnte gezeigt werden, dass eine RAD50-[2etiz mit einer Centrosomenaberration
einhergeht, ein Ereignis, welches mit einer abntemg&ytokinese und der Entstehung von Krebs
in Verbindung gebracht wird. Ferner konnte nachgeem werden, dass ein RADBGock-down

zu einer zeitlich verlangerten Mitose fuhrt undsdam reduzierter RAD50 Proteinspiegel mit einer
Reduktion von Chromatin-Briicken einhergeht. Immuoclemische Untersuchungen zeigten,
dass RADS50 in der abnormalen Cytokinese und desraleen Mitose mit Chromatin colokalisiert
vorliegt. Es konnte eine Interaktion von RADS50 ndem phosphorylierten Histon H3
nachgewiesen werden sowie eine verstarkte BindumgyRADS50 an Chromatin zu Beginn der
Mitose. Zusatzlich konnte in dieser Arbeit festgéstverden, dass RAD50 mit Aurora B in der
abnormalen Cytokinese auf den Chromatin-Brickeniesaw der Interphase interagiert. Die
Interaktionen von Aurora B und phospho-Histon H3t lRIAD50 sind vermutlich mit einer
stabilisierenden und schitzenden Funktion von RAD5@er abnormalen Cytokinese verbunden.
Insgesamt erweitern die Ergebnisse dieser Arbaitbiher bekannte Spektrum an Funktionen fir
den MRN-Komplex, speziell fir das RAD50 Proteindureigen neue Interaktionen von RAD50
mit Regulatoren der Mitose und Cytokinese.

Schlagwdrter: RAD50, Chromatin-Briicken, abnormale Cytokinese



Abstract

DNA damage represents a potentially lethal eventafaell. The reponse to cellular damage is
diverse and includes cell cycle arrest, DNA damageair or apoptosis of the cell. Depending on
the type of damage, cellular damage responsetiated by signaling through the ATR or ATM
kinases. The MRN complex, consisting of the praei®AD50, MRE11 and NBN, plays an
essentiall role in the early detection of DNA daibtrand breaks and in the repair of this damage.
Defects in this complex signal cascade can leadggnomic instability and chromosome
segregation defects such as chromatin bridges eTdemts are associated with the development of
cancer, including breast cancer. A screen of tiRNMomplex proteins in breast cancer cell lines
identified an amino acid substitution p.R215W i thBN gene of the breast cancer cell line
HCC1395. In this cell line, the mutant NBN was @ and was poorly recruited to damage sites.
Further functional studies in this work showed thiais mutation was not associated with a
significant impairment of ATM kinase activity butitv a defect inflH2AX, MDC1 and 53BP1 foci
extension. This seems to be in line with a duakfiem of the MRN complex in the primary
detection as well as the subsequent propagatidheoflamage signal. While the function of the
MRN complex has been well characterized in the Afigdiated damage response, relatively little
is known about its possible roles in other damagpaonses or in mitosis and cytokinesis. In the
present thesis the relevance of the RAD50 proteirthe ATR pathway and in mitosis was
investigated. Functional investigation of a RADSffidient cell line identified a partial defect in
the ATR-mediated damage response, manifestinganfdhmation ofyH2AX foci, but not in a
G2/M cell cycle arrest. Furthermore, RADS50-defidgnwas associated with centrosome
aberrations, an event which is associated with rbalocytokinesis and cancer development. In
addition, RAD50 knock-down lead to a temporallyesxded mitosis, and reduced RAD50 protein
level was associated with a reduced number of cationbridges. Immunocytochemical studies
showed that RAD50 colocalised with chromatin in lb@bnormal cytokinesis and abnormal
mitosis. Binding of RAD50 to chromatin was increds# mitosis onset, and colocalisation and
direct interaction of RAD50 with the phosphorylateidtone H3 was detected. Further, it was
found that RADS50 interacts with Aurora B. This irgetion was observed during abnormal
cytokinesis on chromatin bridges as well as inrpttase. This interaction of Aurora B and
phosphorylated Histone H3 with RAD50 are probaliprected with a stabilizing and protective
function of RAD50 in abnormal cytokinesis. Overathe work presented here extends the
previously known range of functions for the MRN quex, especially the RAD50 protein, and
provides evidence for interplay of RAD50 with regjolrs of mitosis and cytokinesis.

Keywords: RAD50, chromatin bridges, abnormal cytokinesis
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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1  Eukaryotischer Zellzyklus und Zellzyklusregulaton
1.1.1 Zellzyklus

“Jede Zelle entsteht durch die Teilung einer berexistierenden Zelle“, dies wurde bereits
von Rudolf Virchow 1858 in seinem Epigram@mnis cellula e cellulapostuliert
(Virchow, 1858). Die Zellteilung ist eine essergeGrundlage des Wachstums und der
Erhaltung der genomischen Integritat der Zelle sanhit des gesamten Organismus. Der
Zellzyklus lasst sich in zwei Phasen unterteilere Mitose und die Interphase. Die
Interphase ist wiederum in drei Stadien untertejldeée G1 gapl)-Phase, die GZQgap2-
Phase und die S (Synthese)-Phase (Howard und P#8). Die Dauer der einzelnen
Phasen ist zelltypabhangig. Die G1-Phase ist dés@&hdie sich direkt nach der Zellteilung
anschlie3t und zur Vorbereitung der S-Phase diantler G1-Phase werden bestimmte
Zellbestandteile wie Organellen und Cytoplasma emin produziert, so dass die G1-
Phase auch als Wachstumsphase einer Zelle gesettenD&s Weiteren kommt es zur
vermehrten Synthese von Enzymen und DesoxyribonskleTriphosphaten, welche fur
die anschlielBende S-Phase bendtigt werden. In-@draSe wird die DNA eines Zellkerns
verdoppelt. Durch DNA-Replikation wird aus dem Qhnadid eines Chromosoms ein
identisches Schwesterchromatid synthetisiert, vesickir die spatere Aufteilung der
genetischen Information auf zwei Tochterzellen gethwird. Nach Beendigung der S-
Phase geht die Zelle in die G2-Phase uber, in @emehrt Proteine fur die Mitose
produziert werden und ein Wachstum der Zelle stalet (Sisken und Morasca, 1965). In
der Mitose wird die genetische Information einel&Zauf zwei Tochterzellen aufgeteilt.
Die Mitose kann in vier Phasen untergliedert werder wurde zuerst von Walter
Flemming im Jahre 1878 beschrieben (Flemming, 18A8n der Prophase kommt es zur
Trennung der Centrosomen, die an die entgegengesefellpole wandern und als
Ausgang der spateren Mitosespindel dienen (Albettsl, 2004). Die Chromosomen
beginnen zu kondensieren und sammeln sich in démite an. Es kommt zu einem
Abbau der Kernhille und zur Ausbildung des Spinpjedmates. 2) In der Metaphase
werden die kondensierten Chromosomen in der Agiaébene zwischen den
Spindelpolen angeordnet. Dies geschieht mit Hiks &pindelapparates, der ausgehend
von den Centrosomen an die Kinetochore der Chromesdindet (Albertet al, 2004).

3) In der anschlieRenden Anaphase kommt es durcWeikirzen der Spindelfasern zu

einer Trennung der Tochterchromatiden, die in eydggesetzte Richtung zu den



1 Einleitung

Spindelpolen gezogen werden. 4) In der Telophasenkoes zur Ausbildung der zwei

Kernhullen sowie zur Dekondensation der Chromosoimeien Kernen. Die Trennung der
cytoplasmatischen Komponenten der zwei Tochtemzell@d die damit verbundene

Vervollstandigung der Zellteilung findet in der IBi@anschlielenden Cytokinese statt
(Albertset al, 2004).

1.1.2 Cytokinese

Die Cytokinese ist der finale Schritt der Zellteigunach der Mitose und beinhaltet die
raumliche Trennung der nukledren und cytoplasntaisc Komponenten in zwei
unabhangige Tochterzellen. Der Prozess der Cyts&ilkann in vier Abschnitte unterteilt
werden: 1.) Ausbildung der Teilungseberndegvage plang 2.) die Ingression der
Spaltungsfurchec{eavage furroy, 3.) Formierung des Mittelkdrpertidbody, zentrale
Spaltungsebene zwischen zwei Tochterzellen) undbtghlielRende Teilund\pscissioh
der cytoplasmatischen Komponenten der zwei Tocéllerz (Normand und King, 2010).
Die Cytokinese beginnt nach Ende der TelophasedaritAusbildung einer &quatorialen
Ebene und der Akkumulation von Proteinen und regukchen Komplexen an der
Teilungsebene. Der ,ChromosomaRassengerKomplex* (CPC), bestehend aus den
Proteinen Aurora B-Kinase, INCENMer centromer protein Borealin und Survivin,
relokalisiert vom centromerischen Chromatin zu eetstehenden Teilungsebene bereits
nach der Anaphase (Vagnarelli und Earnshaw, 200ddsworth, 2005). Ein weiterer
Proteinkomplex, das Centralspindlin, lokalisiertder zentralen Spindel in der Nahe des
Kortex der Zellmembran. Die zentrale Spindel isin eBereich aus antiparallel
ausgerichteten Mikrotubuli, die zur Ausbildung dikrotubuli-verknipfenden Proteine
PRC1 und KIF4 bendétigt werden. Die Regulation gfdlabei tGber die Kinaseaktivitat des
ChromosomalenPassengerKomplex (Greenet al, 2012). Uber die zentrale Spindel
werden die GTPase RhoAR#&s homology gene family, membey #énd der Rho
Austauschfaktor Ect2 rekrutiert. RhoA wird in seirétive GTP-gebundene Form
dberfihrt und kann C-terminal an die Plasmamemlbiaden und weitere Proteine
aktivieren (Lacroix und Maddox, 2012). Die aktivAd®-Form steuert die Assemblierung
des kontraktilen Ringes der Spaltungsfurche. Dentriasitile Ring ist ein Netzwerk
bestehend aus Formin-gebundenen Aktin-Filamenteypsiv [I, Membran-assoziierten
Septin-Filamenten und dem Filament-verknupfendesteltr Anilin (Greenet al, 2012)
(Abbildung 1).



1 Einleitung

a Equatorial RhoA activation

b Contractile ring constriction
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Abbildung 1: Zusammenfassung der ersten Schritte irder Cytokinese.(a) Die Cytokinese beginnt mit
der Ausbildung der aquatorialen Teilungsebene zwiscder Anaphase-Spindel und dem Kortex der
Zellmembran ¢leavage plane Die zentrale Spindel bildet sich aus und relkemtitRhoA, welches nach
Aktivierung in die Membran eingebunden wird und €iie Ausbildung des kontraktilen Ringes wichtig ist
(b) Die Assemblierung bewirkt eine Einschnirunglén Teilungsebene der Zellmembrateavage furrogy

(c) Der kontraktile Ring besteht aus einem filandeeh Netzwerk aus Aktin und Myosin lI-Molekilen.
Modifiziert nach (Greemet al, 2012).

Die verschiedenen Filamente bewirken aufgrund ilMetoraktivitdt und Struktur eine
Einschnirung der Zellmembran. Die physikalischetBraieser zellularen Struktur betragt
zwischen 0.1 - 0.2 um. Im Gegensatz dazu ist desr€ghnitt des kontraktilen Ringes
variabel innerhalb verschiedener Spezies (zwisgh@num — 20 um) (Schroeder, 1990,
Greenet al, 2012). Die vermehrte Einschnirung des kontrktiRinges bewirkt die
Bildung des MittelkorpersMidbody), welcher die interzellulare Briicke organisiert.

Die Proteine anMidbodykénnen dabei in drei Gruppen unterteilt werderDiE) Proteine
der ersten Gruppe, KIF4 und PRC1, verbleiben mitzsmtralen Zone der Mikrotubuli
assoziiert und bilden so détidbody-Kern aus. 2) Weitere Proteine der zentralen Spinde
wie Centralspindlin und Ect2 werden von den Mikkmtli freigesetzt und lokalisieren an
den &uflleren Randbereichen dekdbodyKerns. Dort colokalisieren sie mit den
kontraktilen Ringkomponenten Anilin, RhoA und CepbBbiese flankierende Hulle um den
MidbodyKern wird dann al#idbodyRing bezeichnet. Die zentrale Region d&dbody
Kerns zeichnet sich durch eine sehr dicht gepaSktgktur aus. 3) Die dritte Gruppe der
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zentralen Spindel-Proteine, CENP-E, MKLP2 und AarBr bilden flankierende Bereiche
zum MidbodyRing und -Kern aus und colokalisieren mit den Mikbuli desMidbodys
(Greenet al, 2012). Der finale Schritt der Cytokinese beitdtadie Abtrennung der
Zellmembran der zwei Tochterzellen. Erst kirzlichirde bekannt, dass Proteine des
ESRCT éndosomal sorting complex required for transpefiomplexes diesen Prozess

katalysieren (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Ausbildung des Midbody und Abspaltung in der Cytokinese.Die fortschreitende Bildung
des kontraktilen Ringes fuhrt zumlidbody, der zentral in der Ebene der interzellularen Beliangeordnet
ist. (d) Am Midbody findet eine Relokalisierung und Akkumulierung \@tigedener Proteine statt, die im
Kern, im Ring oder am Rand dbBdbody lokalisieren. Die schwarze Region bezeichnet dibtdyepackte
Struktur desMidbody. (e) Die Abspaltung der Membran und die Generigraweier Tochterzellen wird
durch den ESRCT-IIl Komplex auf einer Seite 8dbodykatalysiert. Aus (Greeet al, 2012).

Die Spaltung der Membran erfolgt dabei durch eima#fiirmiges Membran-assoziiertes
Polymer der ESRCT-Proteine. Die zeitliche Abfolger dAbspaltung wird durch die
Inaktivierung der mitotischen Kinase Plkl und Aard kontrolliert. In cytokinetischen
Zellen verhindert Aurora B eine frihzeitige Abspalj durch Phosphorylierung einer
regulatorischen Einheit des ESRCT-IlI-Komplexesd&ho et al, 2012, Carltoret al,
2012). Nach erfolgter Abtrennung verbleibt ddrdbody als Rest an einer der beiden
Tochterzellen und wird durch Autophagie degradieéahl und Jentsch, 2008).

Eine fehlerhafte Cytokinese kann zu chromosomaleerrationen, aneuploiden Zellen
und somit auch zu Krebs fiilhren. DementsprechendliestCytokinese genau wie die

Mitose ein hochregulierter Prozess.
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1.1.3 Zellzyklusregulation und Zellzykluskontrollpunkte

Die Zellteilung ist ein wesentlicher Bestandteil der Entwicklung eines multizellularen
Organismus und ein hochregulierter Prozess, daEntetung dieses Gleichgewichts eine
unkontrollierte Zellteilung zur Folge hat, welcher Zntstehung von Krebszellen fiihren
kann. Die Regulation des Zellzyklus erfolgt durctediselwirkungen von spezifischen
Proteinen.

Die Cycline steuern zusammen mit den C@igclin dependent kinasedas Durchlaufen
jeder einzelnen Zellzyklusphase (Pines 1995). Dipr&ssion der verschiedenen Cyclin-
Cdk-Komplexe wird, je nach Phase, hochreguliert diede bewirken eine weiterlaufende
Progression durch die Zellzyklusphase. In der GasBhst der CyclinD-Cdk4/6-Komplex
hochreguliert, gegen Ende der G1-Phase kommt esrmu vermehrten Expression von
CyclinE-Cdk2. Beim Durchlaufen der S-Phase wird @gslinA-Cdk2 hochreguliert und
die Zelle progressiert weiter in der S-Phase bisG2+Phase. Beim Erreichen der M-Phase
wird der Cyclin A/B-Cdkl1l-Komplex vermehrt exprimigmwelcher flr den Eintritt der
Zelle in die Mitose verantwortlich ist (Wamerdandukanaar, 2010) (Abbildung 3).

Cyclin A /B - CDK1

=0 Cyclin D - CDK4/6

Gyclin A - CDK2
Cyclin E - CDK2

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Cyclin—~CBl-abhangigen Progression einer Zelle durch
den Zellzyklus. Die verschiedenen Cyclin-Cdk-Komplexe werden phabbéngig hochreguliert, sodass die
Zelle in die nachste Phase des Zellzyklus Ubergkhen. Aus (Wamerdamm und Kanaar, 2010).

Die Zelle wird beim Durchlaufen der einzelnen Plagef mdgliche Schaden an der DNA
kontrolliert. Tritt eine Schadigung der Zelle eikann der Zellzyklus in den verschiedenen
Phasen angehalten werden, damit die Zelle Zeitd&at, Schaden zu reparieren. Ist der
Schaden irreparabel oder zu grof3, kann die Apoosgeleitet werden. Die Arretierung
der Zelle erfolgt an den sogenannten Zellzyklusiaipunkten Checkpoints Die
Aktivierung der Zellzykluskontrollpunkte G1/S, latS und G2/M wird bei der Detektion
eines Schadens an der DNA dur€iineckpointKinasen (Chk) eingeleitet. Durch das
Auftreten von DNA-Doppelstrangbriichen (DNA-DSB) dier G1-Phase wird der G1/S-
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Kontrollpunkt aktiviert, was zu einer Inhibierungerd Replikation der DNA fihrt
(Wamerdam und Kanaar, 2010). Die Induktion des #isrerfolgt nach der Detektion eines
DNA-DSB durch die ATM (Ataxia telangiectasienutated-Kinase und den MRN
(MRE11-RAD50-NBN)-Komplex. ATM wird aktiviert undhpsphoryliert unter anderem
die CheckpointKinase 2 (Chk2) und p53 (Zhast al, 2002). Chk2 phosphoryliert die
Phosphatase Cdc25A, wodurch diese inaktiviert uotepsomal abgebaut wird. Cdc25A
ist eine Phosphatase, die bei Beginn der Replikaten Cyclin-E/Cdk2-Komplex
dephosphoryliert und somit aktiviert. Durch Anragaling des inaktiven Cyclin-E/Cdk2-
Komplexes kommt es zu einer Arretierung am G1/Stgdmeg des Zellzyklus (Mailanet
al., 2000). Die Phosphorylierung von p53 bewirkt dienskription von spezifischen
Genen, wie zum Beispiel dem Cdk Inhibitor p21, war Zellzyklusarrest weiter aufrecht-
erhalt (Morgan, 2007).

Bei Auftreten anderer DNA-Schaden, wie zum Beispi#hzelstrangbrichen durch
ultraviolettes (UV)-Licht oder Hydroxyharnstoff (HUkommt es zu einer &ahnlichen
Schadensantwort, die jedoch Uber die ATR (ataxlantgectasiaand Rad3 related
protein)-Kinase gesteuert wird. Durch ATR werden Einzelsgjbriiche detektiert, wobei
ATR durch Phosphorylierung von Chkl eine Inhibigywron Cdc25A und somit einen
G1/S-Arrest einleitet (Tasat und Yakisich, 2010).

Die Aktivierung des Intra-S-Phase-Kontrollpunkteswirkt im Gegensatz zum G1/S-
Kontrollpunkt nur eine Verzdgerung der Replikatider DNA. Dies geschieht durch
Inhibierung der Replikationsgabeln und liefert déelle die Zeit, den Schaden zu
reparieren. Beim Auftreten von DSB in der S-Phaserkt es zu einer Aktivierung des
ATM-MRN-Signalweges, dhnlich wie im G1/S-Arrest. ébPhosphorylierung von Chk2
und Aktivierung von p53 wird der Intra-S-Kontrolipkt durch Inhibierung des Cdk2/
Cyclin-A-Komplexes aktiviert (Bartekt al, 2004). Auch Proteine d€3rigin recognition
complex(ORC) und deStructural maintenance of chromoson{88/1C)-Familie gehdren
zu den Substraten von ATM/ATR, die vermutlich anr deegulation des Intra-S-
Kontrollpunktes beteiligt sind (Shechter und Gaut2®05, Matsuokat al, 2007).

Der G2/M-Kontrollpunkt verhindert, dass sich Zelleit DNA-Schéaden teilen und diese
Schaden an nachfolgende Generationen von Zellelengegeben werden kénnen. Dies ist
essentiell fur den Erhalt der genomischen Integri@ie Aktivierung des G2/M-
Kontrollpunktes verlauft wie beim G1/S-Kontrollpunéber den ATM/ATR-Signalweg.
Die aktivierten Kinasen Chkl und Chk2 phosphorgiierund inaktivieren dabei die
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Phosphatase Cdc25C. Cdc25C ist fur den FortsclaitZelle von der G2-Phase in die M-
Phase wichtig, da es den Cdk1/CyclinB-Komplex dephoryliert und somit aktiviert
(Okubo et al, 2003). Der Zellzyklusarrest an den genanntentidipunkten bietet der
Zelle die Madglichkeit zur intrazellularen Schadeswrlierung, bevor der Schaden an
Tochterzellen weitergegeben wird.

Die Freisetzung aus den jeweiligen Zellzyklusamesst dabei abhéngig von der Effizienz
der Reparatur des DNA-Schadens.

1.2  Entstehung von DNA-Schaden

Die DNA einer Zelle ist verschiedenen exo- und gyashen Einflissen ausgesetzt, die eine
mannigfaltige Schadigung hervorrufen koénnen. Dabaterscheidet man endogene
Einflusse wie das reaktive Milieu in einer Zellerclu reaktive Sauerstoffspezies (ROS)
(De Bont und van Larebeke, 2004), Replikationsfeldder Basenverluste. Exogene
Schaden konnen durch chemische Agenzien, UV-Lictier oionisierende Strahlen
entstehen. lonisierende Strahlung besteht aus heeilc (Gamma-Strahlung) oder
elektromagnetischer Strahlung und bewirkt einediening von Atomen und Molekdlen.
In geringem Mal ist sie bereits durch korpereiglmtope in der Zelle stets présent.
DNA-Schadigung kann durch direkte oder indirektd¢edaktion zwischen Gamma-
Strahlung und der DNA entstehen (Hall und Giac2i)6).

Bei der indirekten Interaktion generiert die Wedhwstung von biologischer Materie mit
ionisierender Strahlung Radikale, insbesonderetikealSauerstoffspezies (ROS). Diese
Radikale konnen eine chemische Reaktion an der b&ifirken, die zu einer Schadigung
(direkte Interaktion) (Hall und Giaccia, 2006) féhrkann. Pro Strahlungseinheit [Gray
(Gy), letale Dosis 50 (LE) ~4 (Hall und Giaccia, 2006)] entstehen zahlreiche
Einzelstrangbriche, Doppelstrangbriiche oder auskeridzhaden in der DNA, die von der
Zelle repariert werden mussen oder zur Apoptose&Zdie fihren kénnen (Lobrich, 1995,
Ward, 1988).
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1.3  Erkennung und Weiterleitung von DNA-Schadenssitalen
1.3.1 Priméare Schadensantwort

DNA-Schaden bewirken eine Abfolge verschiedenee®sse in Abhéngigkeit von der Art
des DNA-Schadens. Die Protein-Kinasen ATM (ataxakeangiectasiamutated, ATR
(ataxia teleangiectasand Rad3related proteifr und DNA-PKcs (DNAdependent protein
kinase catalytic subunigehoren strukturell zu der PIKK-Familiphosphatidylinositol-3-
kinase-related kinagaund sind essentiell fur die Einleitung der prisréSchadensantwort
(Abraham et al, 2001). Dies kann uber Aktivierung von Zellzylktostrollpunkten
(Checkpointy die Reparatur der DNA Uber die Nicht-Homologedizrknipfung (NHEJ)
oder die homologe Rekombinationsreparatur (HRR)lgeh (Abraham, 2001, Zhou und
Elledge, 2000). Sind die Schaden zu grol3 oderaredgel, kann die Apoptose der Zelle
eingeleitet werden (Sengupta und Harris, 2005). Edthaden, insbesondere DNA-
Doppelstrangbriiche, sind potenziell letal fur ded& (Abbildung 4).

IR, UV Licht, HU

DNA-Schadigung: Abbildung 4: Schematische Darstellung  der
?espﬁ&::?f.i ?;:l'ed Schadensantwort in einer Zelle nach DNA-Schadigung.
Durch ionisierende Strahlung, UV-Licht oder cherhisc
% Agenzien entstehen Schaden an der DNA wie zum Béisp
¥ DNA-Doppelstrangbriche (DSB), Einzelstrangbriche
(SSB) oder arretierte  Replikationsgabelnstalled

replication forR. Die Serin/Threonin-Kinasen ATM, ATR
.. und DNA-PKcs leiten die primére Schadensantwort ein

Durch  Aktivierung von  Zellzykluskontrollpunkten
/ 1 \ (Checkpointswird die Zelle arretiert und die Reparatur der

. DNA durch Nicht-Homologe-Endverkniipfung (NHEJ)

- oder durch homologe Rekombinationsreparatur (HRR)

I DiNAReparatur ” Chesipomts | e l abhangig von der Zellzyklusphase eingeleitet. araple
Schaden bewirken eine Induktion der Apoptose ddeatn

I NHEJ HR l ‘ Zellzyklusarrest I | Apoptose | p53-Signalweg. Eine fehlerhafte Reparatur oder rirgite

Signalweiterleitung kann zur genomischen Instatilitnd

somit zu Krebs fuhren (modifiziert nach AbrahamQ2pD

\ fehlerhaft 1

|

| Genomische Instabilitat |

!
[ robe

Eine Fehlerhaftigkeit in dieser Signalkaskade odere fehlerhafte Reparatur kann
aufgrund von Verlust genetischen Materials zur gsdeen Instabilitdt und somit auch zur
Entstehung von Krebs fiihren (Karagianetisl, 2004; Sedelnikovat al, 2003).
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1.3.2 Primare Schritte im ATM-Signalweg

Die frihe zellulare Reaktion auf einen Doppelsttangh (DSB) ist die Weiterleitung des
Schadenssignals in Signalkaskaden, die den Scradeler DNA erkennen und weitere
Prozesse einleiten. Es erfolgt eine Signalamplifka die die Reparatur des Schadens und
einen Zellzyklusarrest induziert, um eine weiteregPession der Zelle zu unterbinden.
Durch die Signalamplifikation werden verschiedenatéine, die fir die Weiterleitung und
Aufrechterhaltung des Signals verantwortlich simdin Schadensort rekrutiert, wo ihre
fokale Akkumulation nachweisbar ist (,ReparaturfpgAbbildung 5). Ein DSB initiiert
mindestens drei primére Ereignisse: 1.) eine Mkdifon des Chromatins, die den Zugang
zur DNA fur die Reparatur vereinfacht, 2.) die Bing des MRN (MRE11-NBN-
RAD50)-Komplexes und 3.) die Resektion der doppéfgfigen DNA am Bruchende, um
Einzelstrangbereiche freizulegen (Su, 2006). DsteeBchritt in der Einleitung der DNA-
SchadensantworDNA damage responsBDR) beruht auf der Aktivierung von ATM, fur
die es mindestens zwei Szenarien gibt. Das erstdeMdeinhaltet, dass der MRN-
Komplex an den DNA-DSB bindet und die ATM-Kinasekmgiert, welche unter
Acetylierung und Autophosphorylierung an Serl98lerifd an Position 1981)
monomerisiert und aktiviert wird (Saviet al, 2009). Das zweite Modell beruht auf
Studien, in denen gezeigt werden konnte, dass kliwi&rung von ATM auch unabhangig
vom MRN-Komplex erfolgen kann. Dies geschieht dukanformationsanderungen an
der DNA als Resultat von lokalen Chromatinmodifigaen (Kinneret al, 2008, Painteet
al., 1985). Die aktivierte ATM-Kinase phosphoryliesiederum eine grof3e Anzahl an
Proteinen (Matsuok&t al, 2007). Substrate von ATM sind unter anderem Higon
Variante H2AX, die Zellzykluskontrollpunkt-Serin/fdonin-Kinase Chk2, sowie p53,
welche unterschiedliche Funktionen im Zellzyklusaty bei der Reparatur und in der
Apoptose einnehmen. Die Phosphorylierung von H2AXyH2AX erfolgt an Serin (S)
Rest 139 innerhalb eines hoch konservierten SQEYivlowelches ein gemeinsames
Substrat fur die Familie der PIKK darstetH2AX akkumuliert in groRen Mengen am
DSB, wobei eiryH2AX Focus mit einen Doppelstrangbruch korrelidtag et al, 2010).
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5‘ ‘ 5\ _ '), ATM Abbildung 5: Priméare Schritte in der DNA-

\ i \ 0 \ IA\ b\ ! Schadensantwort bei Auftreten eines DSBsDer MRN-
“ h " “ “‘ u J_t=D Komplex erkennt und bindet das Ende eines DNA-
N Doppelstrangbruches. ATM wird rekrutiert und durch

{ff\ )., Autophosphorylierung aktiviert. Die aktivierte ATMKinase
¥ e 00 B, phosphoryliert H2AX. MDC1 wird Gber den MRN-Komplex
P e et ) rekrutiert und bindet aryH2AX, welches wiederum eine
> > = verstarkte Rekrutierung von MRN und ATM zur Folgat.h

hﬁ ‘\ \\\ ;‘*‘\ .‘\\ ﬁ:}_} RNF8 bindet an MDC1 und ubiquiniefti2AX, welches eine
48

Relaxation des Chromatins bewirkt. Darstellung rfipigirt
nach (West und van Attikum, 2006).

Pro DSB akkumulieren bis zu 2000 Molekiel2AX, was sich mittels spezifischer
Antikorperfarbung nachweisen lasst und als DNA-Degpangbruchmarker etabliert ist
(Lobrich et al, 2010). MDC1 rhediator of DNA damage checkpoint proteinwlird
aufgrund der eingeleiteten DNA-Schadensantwort phog/liert und bindet tber seine
BRCT (BRCA1 C-terminal)-Domane ayH2AX (Stucki et al, 2004). Dies fordert die
Akkumulation weiterer Zellzykluskontroll- und DNAdparaturfaktoren (Bun2011). Die
E3 ubiquitin ligase RNF8 bindet durch ihre FHidrk-head associatgeDoméne an das
phosphorylierte MDC1 und ubiquitiniepH2AX und H2AX (Bennett und Harper, 2008,
Mailand et al, 2007). Zusammen mit dem E2 Ubiquitin-konjugielem Enzym UBC13
katalysiert RNF8 die Anheftung von Ubiquitin-Kettem Histone nahe des DNA-DSB
(Blundred und Stewart, 2011). Dies bewirkt eineaRation des Chromatins im Bereich
des DSB, der somit fur weitere Reparaturproteine 58BP1 (53 binding proteih oder
BRCAL1 (breast cancer susceptibility zuganglich wird.

1.3.3 Primare Schritte im ATR-Signalweg

DNA-Schaden, die durch chemische Agenzien oder WilLauftreten, aktivieren den
Signalweg Uber die ATR-Kinase. ATR verfligt Ubereesignifikante Sequenzhomologie
zu ATM (Ball et al, 2005). Der Verlust von ATM oder ATR fuhrt zu em &ahnlichen
zellularen Phanotyp und zu einer verstarkten Senéttgegeniber DNA-Schaden (Shiloh,
2001). Der Unterschied der beiden Kinasen lieghiar Aktivierung abhangig vom DNA-

SchadenATR (ataxia telangiectasia and Rad3-related projeist eine Serin/Threonin-
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Kinase und wird bei auftretenden Einzelstrangbriiatherch arretierte Replikationsgabeln
aktiviert. Einzelstrangige Bereiche der DNA werddurch RPA (eplication protein A
gebunden, wodurch eine Anlagerung des ATR-ATRIRTR-interacting proteip
Komplexes erfolgen kann (Abbildung 6). Der Rad9-Réatlis-Komplex und Radl7

werden ebenfalls zu dem Bereich transloziert uteragieren mit RPA (Wet al, 2005).

DNA-Schéadigung:

SSB, Stalled Abbildung 6: Primare Schritte im ATR-
replication fork Signalweg.Durch UV-Lichtinduzierte Einzel-
strangbriiche oder arretierte Replikationsgabeln
werden durch den ATR-ATRIP-Komplex detektiert.
Der Rad9-Radl-Hus-Komplex  und Rad17
unterstiitzen die Schadenserkennung. Uber den
ATR-Chk1-Signalweg werden weitere Proteine der
Signalkaskade phosphoryliert (modifiziert nach
Sengupta und Harris, 2005).

© RPA

ATR hat wie auch ATM einige hundert Substrate (Makaet al, 2007). Unter anderem
wird die Checkpoint Kinase 1 (Chkl) ATR-abhangigpgphoryliert und phosphoryliert
wiederum H2AX und BLM Bloom Syndrome proteinwas zu weiterer Akkumulation
wichtiger Proteine am Schadensort fihrt (Senguptd wlarris, 2005), die fiur die
Aufrechterhaltung des Signals und die EinleitungSighadensantwort sorgen.

1.3.4 Interaktionen des ATM- und ATR-Signalweges

Ein zentrales Dogma auf dem Gebiet der DNA-Schaen®rt ist, dass der ATM-
Signalweg durch strahleninduzierte DSB und der ASignalweg durch UV-Licht-
induzierte Schéaden oder arretierte Replikationdgalaétiviert wird. Zunachst wurde
angenommen, dass beide Signalwege unabhéngig amaden agieren. Verschiedene
Studien konnten bereits belegen, dass der ATM-dardATR-Signalweg zur Aktivierung
und Erhaltung eines Zellzyklusarrestes interagiered kooperieren (Abbildung 7Bei
der Prozessierung von DNA-DSB durch den MRN-Komplex ATM-Signalweg
entstehen einzelstrangige DNA-Bereiche, die eingvigkung des ATR-Signalweges zur
Folge haben (Jazayeet al, 2006). Des Weiteren konnte eine ATR-abha&ngigeMAT
Phosphorylierung an Serl981 und eine Aktivierunghn&V-Schaden nachgewiesen
werden (Stiffet al, 2006).

11
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Abbildung 7: Interaktionen des ATM- und

IR UV-Licht ATR-Signalweges nach DNA-Schaden.Durch
J, ionisierende Strahlung induzierte DNA-Doppel-
$/G2 Zellen G1/S/G2 Zellen st_rangbruche erfolgt eine Aktivierung des ATM-
Signalweges. In der S- und G2-Phase entstehen
\lr durch den MRN-Komplex einzelstrangige DNA-
ATM~4s ATR ATR Bereiche fir die Vorbereitung auf die
k. J’ ~ ATM anschlielBende Reparatur, was den ATR-Signalweg
aktiviert. UV-Licht aktiviert ATR, welches ATM
CHK2 CHK1 CHK1 CHK2 phosphoryliert und aktiviert. Die Einleitung und
Erhaltung des G2/M-Arrestes erfolgt Uber die
GZ/M Arrest G2/M Arrest Phosphorylierung von Chkl bzw. Chk2.

Modifiziert nach (Stiffet al, 2006).

Ein weiterer Hinweis auf die Interaktion beider i@yvege ist die Substratspezifitat,
beispielweise fur p53 und BRCALl. Beide Proteine ngim durch ATM und ATR
phosphoryliert werden (Yajimet al, 2006). p53 ist fur die Induktion der Antwort alén
DNA-Schaden verantwortlich. Diese Antwort kann zwellZ/klusarrest, Apoptose,
Seneszenz oder der Reparatur tUber verschiedengaRepege wie zum Beispiel die
Basen-Exzisions-Reparatur, homologe Rekombinawmpasatur oder die Nicht-
Homologe-Endverkniipfung fihren (Sengupta und Hai305).Wahrend ATR durch
ATRIP an die Schadensstelle rekrutiert wird, gesthidies bei ATM durch den MRN-
Komplex. Allerdings gibt es Hinweise darauf, dassr dMRN-Komplex auch bei
Replikationsarrest oder UV-induzierten Schaden tghdvird (Robisonet al, 2004,
Limoli et al., 2002).

Bislang ist noch nicht abschlieRend erforscht, hwel®elevanz die Proteine des MRN-

Komplexes fur den ATR-Signalweg, unabhangig vom A¥Mnalweg, haben.

14 DNA-Reparaturwege
1.4.1 Madglichkeiten der DNA-Reparatur

Die Reparatur von DSB erfolgt bei grober Einteiluiiger den Mechanismus der Nicht-
Homologen-Endverknipfung (NHEJ) oder durch die himg® Rekombinationsreparatur
(HRR) (Takateet al, 1998). Die NHEJ ist ein Reparaturweg, der irejedellzyklusphase

aktiv ist (Maoet al, 2008) und bei dem die direkte Verkniipfung fr&&A-Enden erfolgt

(Weterings und van Gent, 2004). Diese Art der DNép&atur ist einer hdheren
Fehlerhaufigkeit ausgesetzt (Odersky al, 2002) als die HRR, weil sie verloren
gegangene Basen nicht ersetzt. Die homologe Rekatisreparatur ist ein prinzipiell

fehlerfreier Mechanismus, benétigt jedoch eine hiog® Sequenz als Reparaturvorlage
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(Takataet al, 1998) und ist daher auf die S-und G2-Phase itlayktus beschrankt (Mao
et al, 2008).

1.4.1 Nicht-Homologe-Endverknipfung

Bei der NHEJ erfolgt die einfache Ligation der DNBAuchenden. Fir die Reparatur sind
die drei Untereinheiten der DNA-Protein-Kinase (DIRK), sowie XRCC4 und die DNA-
Ligase IV essentiell (Takatat al, 1998). Die DNA bindende Untereinheit der DNA-PK,
Ku, ist ein Heterodimer, bestehend aus einer 70 kikheiner 80 kDa grof3en Untereinheit
(Takataet al, 1998). Ku70/Ku80 bindet an die freien DNA-Bruoden (Walkeret al,
2001), gleichzeitig erfolgt eine Rekrutierung unthdting der dritten und katalytischen
Untereinheit DNA-PKcs INA-dependent protein kinase, catalytic subu(hnesorget
al., 2006) (Abbildung 8).

Bindirng of KuToreD
DPiA-PRcs
HUTD/80
@ @-}m-mu Abbildung 8: Schematische Darstellung der NHEJ.Die freien
Symaplic DNA-Enden werden durch Bildung eines synaptischemplexes
mﬂl zusammengebracht, bestehend aus den zwei DNA-Endeai

Ku70/Ku80 und zwei DNA-PKcs-Molekiilen. Nicht pasderEnden
werden prozessiert und anschlieRend tber den XRINAHLigase-
IV-Komplex und XLF ligiert. Aus (Weterings und Chez008).

Dies ermdglicht den Zugang weiterer Proteine fiégr llfozessierung der DNA-Enden wie
die Artemis-Nuklease (Moshoust al, 2001) und MRE11l (Zhat al, 2009). Das
Auffillen der DNA-Enden erfolgt Gber DNA-PolymerasgMa et al, 2004), die
anschlie3ende Ligation Uber den XRCC4/DNA-Ligas&XM~-Komplex (Ahnesorget al,
2006).

13
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1.4.2 Homologe Rekombinationsreparatur

Die homologe Rekombinationsreparatur (HRR) ist wichtiger Mechanismus fir die
Reparatur von DNA-DSB. Bei der HRR wird anhand siBehwesterchromatids, welches
als Matrize dient, die genetische Information kopiBieser zentrale Prozess wird durch
die konservierte RAD51-Proteinfamilie katalysiévtazonet al, 2010, San Filippo, 2008).
Damit RAD51 binden kann, missen zuerst die DNA-EBndes DSB zu einzelstréangiger
DNA reseziert werden. Dies erfolgt durch Bindung RN-Komplexes an den DSB. Die
freien DNA-Enden werden durch dessen Exonukleagesfkt reseziert und es entstehen
kurze, einzelstrangige 3'-Enden (Lavin, 2004). Dieien einzelstrangigen 3 -Enden
werden durch RPAréplication protein A gebunden, wodurch sie stabilisiert werden
(Wold, 1997). RPA interagiert mit RAD51, was an BIHA bindet und helikale Filamente
an den Einzelstrangbereichen ausbildet. RAD52 w&thden Austausch von RPA durch
RAD51, wodurch es zur Bildung eines Nukleoproteiwriplexes aus DNA und RAD51
kommt (Stauffer und Chazin, 2004, Sugiyama und HKomé&kowski, 2002). Nach
Auffinden einer intakten homologen Sequenz im Sdtgrehromatid durch den
Nucleoprotein-Komplex kommt es zur Stranginvasiordie Duplex DNA (Baumanet
al., 1996), was durch die Proteine BRCA1, BRCA2 uDR2 vermittelt wird (Ting und
Lee, 2004). Die homologe Paarung der DNA-Molekilecd RAD51 stimuliert RAD54.
Der Einzelstrang wird verdrangt und es kommt zuslfildung eineglisplacement loop
(D-loop) (Mazonet al, 2010). RAD51 wird durch RAD54 von der DNA verdgl, was
fur die anschlielende DNA-Synthese wichtig ist (Sdippo et al, 2008). Die Enden des
geschadigten Stranges werden mit Hilfe der DNA-Pasase 6 und mit dem
Matrizenstrang als Vorlage verlangert @tial, 2009, Mazoret al, 2010) (Abbildung 9).
Dabei kommt es zur Ausbildung von kreuzférmigen d8gren zwischen den beiden

Einzelstrangen, den sogenannisiliday junctions(Holliday 1964).
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NudeclyTie @sahﬁ’h
pfOEESSING
RPA

Raddl | Radsz
BRCAL
Sy BRCAZ Abbildung 9: Schematische Darstellung der HRRBei der HRR wird ein
e Rad52  homologer Sequenzstrang zur Reparatur benétigt.ONA-Enden werden

(—"==4 durch den MRN-Komplex prozessiert. Es erfolgt eiBmdung an die
— entstehenden Einzelstrangbereiche durch RPA, RAD¥L RAD52. Nach
— X vermittelter Stranginvasion durch RAD52, RAD54, BRCund BRCA2
kann die DNA-Neusynthese stattfinden. Die Repardag DSB wird durch
Aufldsung deHolliday junctionsvollendet (aus Weterings und Chen, 2008).

ChA,
synthesis l

. e SE—

Resalubon l

Nach der DNA-Synthese werden die entstandedeliiday junctionsiber Resolvasen

aufgelost (Svendsen und Harper, 2010).

1.5 DNA-Reparatur-Defizienz-Syndrome
1.5.1 Madgliche Auswirkungen eines Defekts in der DAFReparatur

Die effiziente und korrekte Reparatur von DNA-Saddst essentiell fir verschiedene
physiologische Prozesse, die zur Erhaltung undgiitte des Genoms von grol3er
Bedeutung sind. Eine Stérung in diesem sensibldauklixann zur genetischen Instabilitat
und somit auch zu Krebs fuhren. Bislang sind bgreihige verschiedene Syndrome

bekannt, die mit einem Defekt in der DNA-Reparassoziiert sind.

1.5.1 Ataxia Teleangiectatica

Die Ataxia Teleangiectatica (AT), auch als Louis-BByndrom bekannt, ist eine
neurodegenerative Erkrankung, die bereits im frikKemdesalter beginnt (Louis-Bar,
1941). AT wird rezessiv autosomal vererbt (Savitsyal, 1995 und beruht auf
verschiedenen KeimbahnmutationenATiM Gen wobei bislang mehr als 250 Mutationen
bekannt sind (Concannon und Gatti, 1997). Die &tihen Charakeristika der AT zeichnen
sich durch eine fortschreitende neuromotorische kikamsstorung (Ataxie), eine

Immundefizienz sowie durch das Auftreten von Teggaktasien (Arteriolenerweiterung)
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aus (Shiloh, 1997). Auf zellularer Ebene finden hsiceine erhohte
Chromosomeninstabilitdt, Strahlensensibilitdt sowigefekte in den Zellzyklus-
kontrollpunkten (G1/S und G2/M) und der DNA-DSB-Regtur (Shiloh, 1997). Die
Krankheit zeichnet sich durch eine erhdhte Pradispo fir Krebs aus (Tayloet al,

1996), wobei eine Behandlung der Patienten aufgrded Strahlensensibilitéat stark

eingeschrankt ist.

1.5.2 Nijmegen Breakage Syndrom, ATike disorder und NBSHike disorder

Mutationen in den Komponenten des MRE11/RAD50/NBMNRN)-Komplexes fuhren zu
einer Hypersensibilitdat gegeniber ionisierenderal$ing, teils auch anderen DNA-
schadigenden Agenzien wie zum Beispiel UV-Lichtduré@hlen zu den Ursachen von
humanen DNA-Reparatur-Defizienz-Syndromen.

Eine der AT &hnliche Erkrankung ist die Aike disorder(ATLD), welche die zerebellare
Symptomatik, aber bei den bekannten Patienten inge@matz zu AT keine
Teleangiektasien oder Immundefizienz aufweist. Z&kularen Charakteristika der ATLD
sind eine Chromosomeninstabilitat und Strahlenbditét. Ursache der ATLD sind
hypomorphe Mutationen IfMIRE11Gen (Stewaret al, 1999).

Das Nijmegen Breakage Syndrom (NBS) wird durch Maoten imNBN Gen ausgel6st
(Carneyet al, 1998, Varonet al, 1998) und zeichnet sich durch eine Mikrozephalie
(Schéadelfehlbildung), mentale Retardierung und éM&chstumsstorung aus (Blundred
und Stewart, 2011). Ahnlich zum AT- und ATLD-Ph&mtveisen NBS-Patienten eine
erhohte Sensibilitat gegenuber ionisierender Sirahl sowie eine erhdhte
Chromosomeninstabilitdt, Tumordisposition und Imehefizienz auf (Blundred und
Stewart, 2011).

Die NBSiike disorder basiert auf zwei trunkierenden heterozygot vodieten
Mutationen (3277 G T, R1093 X und 3939A T, X1313 Y ext X66) im RAD50Gen,
die einen stark reduzierten RAD50 Proteinlevel Rolge haben. Bislang ist weltweit nur
ein Patient mit einer RAD50-Defizienz identifizienorden (Walteset al, 2009). Der
klinische und zellulare Phanotyp ist dabei ahnlddgr von NBS-Patienten, wobei die
Patientin jedoch keine Immundefizienz aufweist. IRAD50-Defizienz zeichnet sich
durch eine reduzierte Phosphorylierung von ATM &m1881 sowie dessen Substraten
SMC1 (Ser957) oder p53 (Serl5) aus. Des Weitereamtkoauch eine verminderte
Phosphorylierung des ATR-Substrates Chkl nachgewie®grden (Waltest al,, 2009).
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Die @hnlichen zellularen Merkmale dieser drei Spnui zeigen die bedeutende Rolle des
MRN-Komplexes in der DNA-Schadensantwort auf. Bigl&konnte jedoch noch keine
genetische Basis gefunden werden, die eine Erldadafiir liefert, dass Mutationen von
Proteinen, die in einem gemeinsamen Proteinkompletagieren, zu unterschiedlichen
klinischen Charakteristika fihren, da eine sekumdBunktion der einzelnen Proteine

bislang noch nicht bekannt ist.

1.6 Der MRE11-RAD50-NBN (MRN)-Komplex

Der MRN-Komplex ist ein hoch konservierter Prot@niplex und agiert als DNA-
Doppelstrangbruchsensor, Co-Aktivator von DSB-indaen Zellzykluskontroll-
Signalwegen sowie als Effektor in der DNA-Reparafuamarcheet al, 2010, Lavin,
2007). Die Interaktion der Proteine des Komplexdsell (neiotic recombinatioril),
Rad50 und Xrs2Saccharomyces cerevishemolog zu Vertebraten-spezifischen NBN),
wurden 1995 bei einer genetischen Analyse 8acscharomyces cerevisaachgewiesen
(Ogawaet al, 1995). Der MRN-Komplex lokalisiert in nuklearéroci an DNA-DSB
(Nelmset al, 1998). Durch die Bindung des Komplexes an den ED&B werden die
freien Enden der DNA zusammengehalten, um die sigbchlieBende Reparatur zu
ermoglichen. Die individuellen Komplex-Proteine, HRL, RAD50 und Xrs2 bzw. NBN,
Ubernehmen verschiedene Aufgaben bei der Bindunglean DSB, die im Folgenden

erlautert werden sollen.

1.6.1 MRE1ll

MRE11 ist ein hoch konserviertes Protein, bestetarsleiner N-terminalen MfiMg®*-
abhangigen Phosphoesterase-Doméne und zwei C-tdemiDNA-bindenden Domanen
(Lamarcheet al, 2010, Williamset al, 2007, D"Amours und Jackson, 2002) (Abbildung
10). Zusétzlich verfiigt MRE11 (ber eine Mabhangige Einzelstrang-Endonuklease und
eine 3°-5" Doppelstrang-Exonuklease-Aktivitat (8ker und Petrini, 2011, Truijillet al,
1998, Paull und Gellert, 1998).
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NBN RADS0
Bindung Bindung

| |
WWINSW  Phosphoesterase | | JC

Abbildung 10: Domanen-Struktur von MRE11l. Schematischer Aufbau der zwei DNA-bindenden
Doménen (DBD), der Phosphoesterase-Doméne undiddurmysstellen von NBN und RAD50 im MRE11
Protein. Die Grafik wurde modifiziert nach Lamarael. (2010).

MRE11 bestehin vivo als MRE1XRAD50,-Komplex, wobei jedes MRE11 Molekil ein
einzelnes RAD50 Molekil bindet.

1.6.2 NBN

NBN besteht aus einer FHAofkhead associated dom@bomane, zwei N-terminalen
BRCT (BRCA1l Terminus)-Domanen sowie einer MRE1lkiaktionsdomane am C-
Terminus (Lloydet al, 2009, Williamset al, 2009, Lamarchet al, 2010) (Abbildung
11). Die FHA-Domane bindet an phosporylierte Thiemste in Ser-X-Thr-Motiven, die
in DNA-Reparaturproteinen wie MDC1 vorkommen. Die&vet BRCT-Domanen in
humanen NBN binden an phosphorylierte Serinrest®eirX-Thr-Motiven (Lloydet al,
2009, Williamset al, 2009, Lamarchet al, 2010). Am C-Terminus enthélt NBN eine
ATM:-interagierende Domane, die verantwortlich &t flie Rekrutierung von ATM zum
Schadensort (Falost al, 2005, Youwet al, 2005, Lamarchet al,, 2010).

MRE11 ATM
Bindung Bindung

NBN )| OFHAY BRCT BRCT C

Abbildung 11: Struktureller Aufbau von NBN. Schematischer Aufbau der N-terminalen FHA und der
zwei BRCT-Doménen sowie der MRE11- und ATM-Bindwstglen am C-Terminus. Die Grafik wurde
modifiziert nach Lamarchet al (2010).

NBN ist fur den nuklearen Transport des MRN-Kompexn den Kern verantwortlich,

verfugt jedoch selber tber keine enzymatische AtiitiyLamarcheet al,, 2010).
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1.6.3 RADS50

RAD50 ist ein Protein, welches strukturell der SM@tructural maintenance of
chromosom@sProteinfamilie angehdrt. Die SMC-Proteinfamilieguliert die Dynamik,
funktionelle Organisation und Struktur von ChromagHirano, 2006, Lamarchet al,
2010).In Eukaryoten wurden bislang sieben hochkonser/iégne, die fir SMC-Proteine
kodieren (SMC1-SMC6), gefunden (Hirano, 2005). SMI©teine besitzen zwei
strukturelle Charakteristika: eine ABC-Domé&ne mitPase Funktion und eine zentral
gelegene Region, die eine stabile Heterodimerisgerermdglicht (Harveyet al, 2002)
(Abbildung 12). Diese antiparallele Anordnung d&tGProteine fihrte zu der Annahme,
dass SMC-Dimere in einer V-férmigen Struktur mitr d@NA interagieren. Die SMC-
Dimere bilden demnach eine ringférmige Struktur eim oder mehrere DNA-Molekile
aus und kénnen so regulatorisch auf die Chromossegeagation wahrend der Zellteilung
einwirken (Kinoshitaet al, 2009). Die Aminosauresequenz und die Proteikisiruvon

SMC-Proteinen und RAD50 sind in sehr vielen Bereichomolog.

MRE11 MRE11
Bindung Bindung

RADS50 N BAESS C-X-X-C ATPase |&

Abbildung 12: Doménen-Struktur von RAD50. RAD50 verfugt N- und C-terminal Gber zwei ATP-
bindende Kassetten, die Ubmmiled-coil Motive und ein —CXXC- Sequenzmotiv verbunden sibié Grafik
wurde modifiziert nach Lamarchet al (2010).

RAD50 besitzt zwei Nukleotid-bindende Domanen (VéalldA und Walker B), die als
ATP-bindende Kassette fungieren. Zwischen den beideméanen befinden sich zwei

lange coiled-coil Motive, die tber ein —CXXC-Sequenz Motiv verbundend (Hirano,
2006). Diese —CXXC-Domane ist kiirzer als bei den SMC-Pmetg daher findet eine

stabile Dimerisierung von RAD50 nicht Uber diesegiBe, sondern Uber MRE11 statt
(Kinoshitaet al., 2009).
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1.6.4 Bindung des MRN-Komplexes an einen Doppelsingbruch

Die Bindung des MRE11/RAD50-Heterotetramer-Kompek@RE1LRAD50,) an DNA
ermoglicht den raumlichen Zusammenhalt der freienNAEEnden eines
Doppelstrangbruches (de Jagdral, 2001). Die Bindung erfolgt Uber die zwei DNA-
bindenden Motive von MRE11, welches wiederum mih d&alker A und Walker B
Motiven von RAD5S0 als globulare Doméane verbundenDer Zusammenhalt der DNA-
Molekiile erfolgt tiber die —CXXC-Sequenz in RAD5@& durch Koordination eines Zh
lons eine Dimerisierung bewirkt (Lavin, 2007) (Aloling 13).

DNA : i DNA

[

]

OX MO
NN
PN
OM MO

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Bindungles MRN-Komplexes an die freien DNA-Enden
eines DSBDie Bindung des RAD50 Proteins und MRE11 erfolgeridie Walker A und Walker B Motive.
NBS bindet an MRE11, welches Uber seine DNA-bindéerdomanen an die freien Enden gebunden ist.
Aus (Lavin, 2007).

NBN bindet an MRE11, was zur Bildung des MRERAD50,NBN,-Komplexes fiihrt, in
dem jedoch die genaue Anzahl der gebundenen NBNeiReopro MRE1IRADS50,-
Heterotetramer bislang noch nicht abschlieRendageldt (Trujillo et al, 1998, van der
Lindenet al, 2009, Lamarche, 2010).

1.7  Zellteilung und DNA-Schadensproteine

Verschiedene Studien konnten bereits zeigen, deseife der DNA-Schadensantwort
auch in die Zellteilung involviert sind (Danied$ al, 2004, Vinciguerrat al, 2010). Erst
kirzlich  wurde bewiesen, dass der MRN-Komplex esskn fir die
Chromosomenanordnung wahrend der normalen mitetisE&mogression ist (Roziet al.,
2013).

In Chkl-defizienten Zellen konnte ein erhéhter Llese Chromosomenfehlsegregationen
und chromosomaler Instabilitdt nachgewiesen we(danhoset al, 2007).
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Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass BRCAZ;hesl normalerweise eine Rolle in
der homologen Rekombinationsreparatur bei der DNfdRatur spielt, wahrend der
Cytokinese anMidbody lokalisiert. Eine BRCAZ2-Inaktivierung in embryoeal murinen
Fibroblastenzellen und HelLa-Zellen fuhrte zu ein&rzogerung in der Cytokinese
(Danielset al, 2004). Vinciguerrat al (2010) berichten von einer abnormalen Cytokinese
in Fanconi-Andmie-Zellen, die in der Folge eine éi@&h Rate an binuklearen Zellen
aufweisen. Proteine des Fanconi-Signalweges spiblein der DNA-Reparatur eine
wichtige Rolle und werden unter anderem durch AThbgphoryliert (Matsuokat al,
2007).

Die Verknupfung von DNA-Reparaturwegen mit der Maound Cytokinese kdnnte eine
zentrale Rolle spielen. Eine Unterdriickung dertgiling bei noch nicht reparierter oder
fehlerhaft reparierter DNA im Bereich der Teilungeee (Normand und King, 2010)
konnte eine Art Rettungsmechanismus der Zelle eligat Auch post-translationale
Modifikationen konnen die Cytokinese als Antwortf ddNA-Schéadigung regulieren
(Normand und King, 2010). Es konnte eine verstanotdy-ADP-Ribosylierung von
Aurora B nach DNA-Schadigung nachgewiesen werdesis wie Kinaseaktivitdt von
Aurora B inhibiert (Monacoet al, 2005). Eine Inhibierung von Aurora B als ein
essentielles Protein der Chromosomensegregatiorgafdeet al, 2011) und der
Cytokinese kann somit nach DNA-Schadigung zu eirigeeintrachtigung der
Chromosomensegregation und Cytokinese fuhren. Hmigliche Konsequenz von
chromosomaler Instabilitat kann die Bildung von @hatin-Briicken sein (Hoffeldest
al., 2004). Diese Brucken bilden sich wahrend der phiase der Mitose aus und
reflektieren eine unvollendete ChromosomensegmagafLaulier et al 2011). Diese
Segregationsdefekte kbénnen durch dysfunktionaleniete (Steweniust al, 2005) oder
unvollstandig reparierte DNA-DSB entstehen (Acilenal 2007). Chromatin-Briicken
fuhren zu einer abnormalen Cytokinese, da die mgilder zwei Tochterzellen durch die
vorhandene DNA in der Teilungsebene gestort ist. kBenmt zur Ausbildung des
Midbodys und zur Zentrierung der Proteine, die fur dieré&tmung essentiell sind. Ein
Bruch der Chromatin-Briicke kann eine AbtrennungFrige haben, geht aber mit einem
Verlust von genetischem Material einher. Des Weitewurde beschrieben, dass eine
verlangerte Kinaseaktivitdt von Aurora B awidbody eine zeitliche Verzégerung der
Abtrennung zur Folge hat, die zur Auflésung derdBaibenotigt wird (Steigemaret al,
2009). Der molekulare Mechanismus der Abtrennungsphder Tochterzellen mit

Chromatin in der Teilungsebene ist jedoch nochgegiend unerforscht.
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2 Zielsetzung der Arbeit

Die Reparatur von DNA-Schaden ist essentiell fig O&erleben eines Organismus. Die
Aufrechterhaltung der genomischen Integritat ist lkedmplexes und ineinandergreifendes
Netzwerk aus DNA-Schadensdetektion, Signalibenmiggtn, DNA-Reparatur und
Zellzyklusregulation. Ein  dem Nijmegen Breakage @&pm verwandtes
Strahlensensibilitatssyndrom, die NBEe disorderwird durch hypomorphe Mutationen
im RAD50Gen verursacht und fuhrt zu einer Reduktion de®BRAProteinspiegels und
damit zu einem Defekt in der DNA-Schadensantwore D dieser Arbeit verwendeten
RAD50-defizienten Zelllinien (F239 SV40 bzw. HA238)nd aufgrund ihrer zellularen
und phanotypischen Charakteristika sowie ihrer Ktefen der Aktivierung der DNA-
Schadensreparatur im ATM-Signalweg als Modell fie ®AD50-Defizienz etabliert
(Waltes et al, 2009). In der hier vorgestellten Arbeit solltdre RAD50-defizienten
Zelllinien zunachst weitergehend im ATR-Signalwelamakterisiert werden. Hierfur
dienten die ATR-abhangige H2AX Phosphorylierung uhd Aktivierung des G2/M-
Zellzykluskontrollpunktes als funktionelle Markddabei sollte ermittelt werden, welche
Relevanz das RAD50 Protein im ATR-Signalweg hat.

Darlber hinaus sollte eine potenzielle Rolle desDB® Proteins in der Mitose und
Cytokinese untersucht werden. Aus einzelnen Stuldéten sich Hinweise ergeben, dass
Proteine, die an der DNA-Schadensantwort betedigt, mit Proteinen der Zellteilung
interagieren oder selbst in die Regulation der B&tonvolviert sein kdnnten (1.7). In
dieser Arbeit war daher zu prifen, ob RAD50 eintefRnz in der Zellteilung besitzt. Der
Einfluss von RAD50 auf die Zellteilung wurde mitdekines RAD50knock-downs
ermittelt. Des Weiteren sollte gepruft werden, oBDO80 als SMClike-Protein eine
Funktion in der Chromosomensegregation einnimmerfdi sollte die Lokalisation von
RAD50 wahrend der Mitose sowie eine bestrahlungsdbbangige Bindung von RAD50
an Chromatin untersucht werden. Zusatzlich soldprigft werden, ob RAD50 in dieser
Zellzyklusphase weitere Interaktionspartner, auBEBN und MRE11, besitzt. Die
Analysen sollten anhand von humanen und murineroBi&stenzellen erfolgen.

Mit Blick auf die Rolle vonRAD50 als Brustkrebssuszeptibilitats-Gen war es auf3erdem
naheliegend, die erhaltenen Ergebnisse auch vengledl an Brustdriisenepithelzellen und
zwei humanen epithelialen Brustkrebs-Zelllinien E®37, HCC1395) zu validieren. Fur
die in dieser Arbeit verwendeten Brustkrebsze®imisollte zusatzlich eine funktionelle
Charakterisierung im ATM-Signalweg erfolgen.

22



3 Material und Methoden

3 Material und Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden
3.1.1 Zelllinien

In dieser Arbeit wurden Suspensionszellen sowigisitt wachsende Zellen verwendet.
Die Arbeiten mit humanen und murinen Zellen erfelgunter sterilen Bedingungen unter
einer Sicherheitswerkbank. Die Zellen wurden imtlrdchrank bei 37°C, 5 % G(21 %
O, Gehalt und einer relativen Luftfeuchte von 90-200nkubiert. Die Kultivierung der
Zellen erfolgte in Polyethylenzellkulturflaschentmeinem gasdurchlassigen Deckel. Fir
experimentelle Arbeiten wurden die adharent waathserZellen je nach Versuchsablauf

in anderen GefalRen kultiviert.

F239 SV40:

F239 SV40 Zellen sind humane Fibroblastenzellemudspringlich aus einer Biopsie der
Haut einer Patientin mit einem NB&e Syndrom (RAD50-Defizienz) gewonnen worden
sind. Die Zelllinie F239 SV40 wurde freundlicheraeivon Herrn Prof. Dr. Detlev
Schindler (Universitat Wirzburg, Institut fur Hunggametik, Wirzburg, Deutschlandjir
Verfligung gestellt. Die Immortalisierung der primér Zellen erfolgte mit dem

transformierenden Virus SV40.

HA239:

HA239 sind humane lymphoblastoide Zellen, die dbese Patientin wie die F239 SV40
entstammen. Die Zellen wurden aus Blut isoliert umittels EBV (Epstein-Barr-Virus)
immortalisiert. Die Isolation und Immortalisierudgr Zellen wurde im Forschungsbereich
der Frauenklinik, Medizinische Hochschule Hannoderch die Arbeitsgruppe von Herrn
Dr. Thilo Dork-Bousset durchgefihrt.

HAS17:

Die HA517 sind ATR-defiziente Zellen, die aus eirBlutprobe eines Patienten mit
Seckel-Syndrom (ATR-Seckel) isoliert worden singinjphoblastoide Zellen). Die Zellen

wurden mittels EBV immortalisiert und freundlichemse von Frau Prof. Penelope Jeggo
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(University of Sussex, Genome and Damage and 8yakientre, GroRRbritannien) zur

Verfiigung gestellt.

HA325:

HA325 sind humane lymphoblastoide Zellen, die alug &ner gesunden Kontroll-Person
isoliert und mittels EBV immortalisiert worden sin®ie Immortalisierung der Zellen

wurde im Forschungsbereich der Frauenklinik, Medsohe Hochschule Hannover, durch
die Arbeitsgruppe von Herrn Dr. Thilo Dork-Boussdetrchgefiihrt. Die Zellen haben eine
voll ausgepragte ATM-Aktivierung nach Bestrahlungdudienen als Referenzzelllinie
(Wildtyp).

ADP SV40:

ADP SV40 Zellen sind humane Fibroblasten aus eidautbiopsie einer gesunden
Kontroll-Person und dienen als Referenzzellliniee Dhnmortalisierung der Zellen erfolgte
mit dem transformierenden Virus SV40. Die Zelllimerde freundlicherweise von Herrn
Prof. Dr. Detlev Schindler (Universitat Wirzburgstitut fur Humangenetik, Wirzburg,

Deutschland) zur Verfiigung gestellt.

NIH3T3:

NIH3T3 Zellen sind murine embryonale Fibroblastédiere die erstmals 1962 an der New
York Universitat, School of Medicine Departement of Pathologgbliert worden sind
(Todaro und Green, 1963). Die Zellen sind spontammartalisiert und wurden
freundlicherweise von Frau Prof. Penelope Jeggav@dsity of Sussex, Genome and
Damage and Stability Centre, Gro3britannien) zuf(igping gestellt.

HCC 1395:

HCC1395 entstammen aus humanem tumortsen Brustkemtiebe einer 43-jahrigen
Patientin aus dem Jahre 1994 (Gazdar éiFal, 1988). Die Zelllinie wurde Uber die
American Type Culture CollectidiTCC) bezogen.
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HCC 1937:

HCC1937 sind humane Brustkrebsepithelzellen, de eanem duktalen Karzinom einer
23-jahrigen Patientin isoliert worden sind. Die I€el weisen Homozygotie flir eine
Mutation inBRCAlauf (5382insC, heute als ¢.5266dupC bezeichnetn({inson GE et
al.,, 1998) Die Zelllinie wurde Uber dieAmerican Type Culture CollectiofATCC)
bezogen.

MCF10A:

MCF10A ist eine humane nicht-tumorigene Brusteputildinie, die von einer 36-jahrigen
gesunden Kontroll-Person aus einer Brustbiopsieogeen worden ist (McGrath und
Soule, 1991). Die Zellen dienen als Referenzzallund wurden tber didmerican Type

Culture Collection(ATCC) bezogen.

3.1.2 Kultivierung und Passagierung von adharente@elllinien

Fur die Subkultivierung von adharenten Zellen misske Zellen zunachst vom
Zellkulturflaschenboden abgelost werden. Das Passag von adharenten Zelllinien
erfolgte bei einer optischen Konfluenz von ca. 80 %. Das Medium wurde abgesaugt,
die Zellen mit 1x PBS-Losung gewaschen und mit refngpsin/EDTA-LOsung fur 2-5
min inkubiert. Das Ablosen der Zellen wurde optisoiter einem Durchlichtmikroskop
kontrolliert. Die Zellsuspension wurde in ein 50 Réaktionsgefal? tberfihrt und mit
einem gleichen Volumenanteil Medium versetzt, umeeweitere Trypsinaktivitat zu
unterbinden. Die Zellen wurden bei 201 rcf fir Shmentrifugiert und anschliel3end durch
mehrfaches Pipettieren vereinzelt. Die Zellen wargenach Wachstumsrate 1/2 bis 1/20
in eine neue Zellkulturflasche mit vorgewarmtem Med ausgesat und kultiviert. Fur die

Kultivierung der Zellen erfolgte ein Mediumwech&elpro Woche.

3.1.3 Kultivierung und Passagierung von Suspensiorasllen

Das Anlegen einer lymphoblastoiden Zelllinie erfelgurch eine Immortalisierung von B-
Lymphozyten mit dem Epstein-Barr-Virus (EBV) (Nalz 1986). Die Infektion der B-

Lymphozyten bewirkt eine unbegrenzte Teilungsrae £kllen, die durch das episomale
EBV-Genom gesteuert wird. Die lymphoblastoiden &elivurden 2x in der Woche mit

frischem Medium versorgt. Daflr wurde ein Teil ddgen Mediums vorsichtig an der
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Flissigkeitskante abgesaugt und mit frischem Mediwieder ersetzt. Fir die
Passagierung der Zellen wurde die Halfte der vatbaen Zellen abgenommen und in
eine neue Polyethylenkulturflasche Uberfuhrt. Dielleh wurden mit gleichem

Volumenanteil frischen Mediums aufgefullt.

3.1.4 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Die Kryokonservierung von Zellen dient als Langagierung und als Schutz vor
maoglichen Veranderungen der Zellen durch die Kidtivng. Das Einfrieren erfolgte unter
Zusatz von DMSO, welches die Eiskristallbildung wamit verbundene Schaden an den
Zellen verhindern soll (Cavinet al, 1965). Fir das Einfrieren wurden die Zellen bei
201 rcf fur 5 min zentrifugiert und das Zellsedimem 1,5 ml Einfriermedium
aufgenommen. Die Zellsuspension wurde in ein 2 mjokRAhrchen Uberfihrt und in
einem mit Isopropanol geflllten Einfrierbehalteri b80°C fur 2 - 3 Tage gelagert.
Anschlie3end erfolgte eine Lagerung der Kryo-Robarncim flissigenStickstoff bei

-196°C Das Auftauen adharenter Zellen und Suspensionszeitéolgt bei 37°C im
Wasserbad. Die Zellsuspension wurde in 5 ml Medit@rfihrt und fir 5 min bei 201 rcf
zentrifugiert. Bei Suspensionszellen wurde das sdiment in 5 ml Medium
aufgenommen und in eine Polyethylenkulturflascherfiinrt. Die Aussaat der adharenten

Zellen erfolgte wie beim Passagieren der Zellen.

3.2  Bestrahlung von Zellen

Die Bestrahlung  der  Zellen erfolgte je nach  Versatitauf in
Polyethylenzellkulturflaschen oder invéell-Platten. Die Bestrahlung erfolgte mit einem
Linearbeschleuniger Mevatron MD2 in der Klinik f8trahlentherapie der Medizinischen
Hochschule Hannover. Am Vortag der Bestrahlung wordlie Zellen mit frischem
Medium versehen. Die Bestrahlungsdosis sowie dieche Aufarbeitung der Zellen nach
Bestrahlung richteten sich nach dem experimentelégrsuchsaufbau. Die UV-
Bestrahlung erfolgte mit einer UV-C Quelle mit 2,51 in der Abteilung der Virologie
der Medizinischen Hochschule Hannover. Die zeidigkufarbeitung erfolgte nach dem

experimentellen Versuchsaufbau.
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3.3  Synchronisation von Zellen

In Kultur wachsende Zellen laufen asynchron duriehwérschiedenen Zellzyklusphasen.
Um ein Arretieren der Zellen in der G2/M-Phase zmdglichen, wurden die Zellen
zunéchst fur 3 Tage bei 30°C inkubiert, um die Zddlusprogression zu verlangsamen
(Kumaret al, 2007). Anschliel3end wurden die Zellen mit 500 Nbtodazol versetzt und
fur 20 h bei 37°C inkubiert. Nocodazol bewirkt eidepolymerisierung der Mikrotubuli
(Baranet al, 2008) und verhindert somit eine ProgressionZi#ien durch die M-Phase,
die Zellen werden somit am Ubergang der G2/M-Plaasatiert. Eine Entlassung aus dem
Arrest erfolgte durch Absaugen des Mediugiemaliges Waschen der Zellen mit sterilem
PBS und Zugabe von frischem Medium. Die Aufarbejtuter Zellen erfolgte dann zu
definierten Zeitpunkten nach Entfernung des Nocolsaz

3.4  Transfektion von eukaryotischen Zellen

Mit Hilfe der Transfektion kdnnen Zellen genetisciodifiziert werden. Das Einbringen
von sSiRNA in eine Zelle wurde mit dem Transfektimaenz Metafectene®Si
durchgefuhrt. Metafectene®Si basiert auf katioreschiposomen. Fir die Transfektion
wurden 11.9 pl Metafectene®Si Reagenz\pedl auf sterilen Deckglasern in einem@l-
Platte als Tropfen vorgelegt. AnschlieBend erfoldte Zugabe von 12 ul (180 pmol)
siRNA in den vorgelegten Tropfen des Transfektieagenzes. Durch einmaliges
vorsichtiges Auf- und Abpipettieren wurden die lidLosungen vermischt. Nach 15-
miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden B0k exponentiell wachsende Zellen
pro well zu dem Gemisch hinzugegeben und fir 72 h StungeBrutschrank bei 37°C

inkubiert.

3.5 Immuncytochemie
3.5.1 Immuncytochemische Farbung

Die Immuncytochemie ermdglicht die spezifische Mamkng von Proteinen und somit
auch die visuelle Detektion der Lokalisation deotBine in verschiedenen Zellarten oder
Geweben. Die Markierung der Proteine erfolgt nsttahono- oder polyklonaler
Antikorper, die an ein spezifisches Antigen im Bnotbinden. Die Detektion erfolgt tGber
einen Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikérpeer &n die Fc-Region des
Primarantikorpers bindet und ein mikroskopischem8liliefert.
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FUr die immuncytochemische Markierung wurden didefievor Beginn des Experiments
in 6-well-Platten auf Deckglasern kultiviert. Um Lebensvorgg in Zellen abzustoppen,
wurden die Zellen mit einer 3 % PFA (w/v), 2 % (\vBucrose Losung fir 10 min fixiert.
Anschliel3end wurden die Zellen dreimal mit PBS gashan und die fixierten Zellen
mit 2% (w/v) NGS/NRS in PBS fur 20 min vorinkuliie Dann erfolgte eine
Permeabilisierung der Zellen mit 0,2 % (v/v) Trit&Al00 in PBS fur 3 min bei humanen
Zellen und 6 min bei murinen Zellen. Die Inkubatiort dem Primarantikdrper erfolgte im
Antikorperdiluent (2 % (w/v) NGS/NRS in PBS) fur@tnin. Nach dreimaligem Waschen
mit PBS wurden die Zellen mit dem SekundarantikbrpeAntikdrperdiluent fir 90 min
inkubiert und dreimal mit PBS gewaschen. Die Maxkig der Zellkerne, speziell des
Chromatins, erfolgte mit einer 0,3 uM 4',6-DiammiR-Phenylindole (DAPI)-Losung
(1:50.000) in PBS fur 10 min. Die Zellen wurdenreal mit PBS gespluilt und fur die
mikroskopische Dokumentation mit 15 pl ProLongGokhtifade Reagenz auf
Deckglasern eingebettet. Fur die immuncytochemidéidbung von Suspensionszellen
wurden die Zellen nach der Behandlung in Polyetigééikulturflaschen (T25 chmittels
Cytospin auf Objekttrager aufgezogen. Dafir wur@80 pl der Zellsuspension in die
vorgefertigte Cytospinapparatur mit Objekttragepepiiert und bei 111 rcf fur 3 min
zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstandfeent und der Objekttrager bei
Raumtemperatur fir 2 min getrocknet. Die Zellen dewmr mit 3 % PFA (w/v), 2 % (w/v)
Sucrose-Losung fur 10 min fixiert und anschlieRsendultan zu den adharenten Zellen

immuncytochemisch markiert.

3.5.2 Bestimmung des Mitotischen Index

Um Informationen tUber den Zellteilungsindex einetl@opulation zu erhalten, kann man
den Anteil der Zellen, die sich zum Zeitpunkt derstvertung in der M-Phase befinden,
bestimmen. Hierfir wurden die Zellen wie unter RuBl6.1 beschrieben verarbeitet und
mit einem phospho-Histone H3 (Serl0) Antikorperagef. Histon H3 gehort zum Histon-
Proteinkomplex des Chromatins und wird zu Beginm WbbBtose spezifisch an der
Aminosaure Serin 10 phosphoryliert, nach Beenden M#ose erfolgt wieder eine
Dephosphorylierung des Histon H3 (et al, 2005, Van Hooseet al, 1998). Eine
Auswertung des Mitotischen Index erfolgte mit einEmoreszenzmikroskop (Leica DMI
6000 B). Hierzu wurde aus einer Gesamtzellpopulatimindestens 500 Zellen) der Anteil
der phospho-H3 Serl0 positiven Zellen ausgezahilt.
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Der Mitotische Index wurde wie folgt definiert:

Mitotischer Index (MI) = Anzahl der pH3 (S10)-positiven Zellen
Gesamtzahl der Zellen (mind.500)

3.5.3 Proliferationsanalyse einer Gesamtzellpopulen

Die Anzahl der aktiv replizierenden Zellen einetl@@pulation geben Aufschluss Uber die
Proliferationsrate. Die Anzahl der S-Phase-Zell@mere Zellpopulation ist von vielen
Zelllinien bereits bekannt und bei tumorigenen &elstark erhoht. Die Bestimmung der
DNA-Syntheserate erfolgte mit Hilfe von EdU. EdU iin Nucleosid-Analogon zu
Thymidin und lagert sich in aktiv replizierende DMAréange ein. Die Detektion erfolgte
mit Hilfe des Click iT° EdU Imaging Kits von Invitrogen/ Molecular Prob&ie Reaktion
basiert auf einer Kupfer-katalysierten Azid-Alkirddition, die chemisch zu Reaktionen
der Klick-Chemie gehoért, die 2001 von Barry Shaspl€¢Kolb et al, 2001) definiert
wurde. Die Zellen wurden 24 h vor Beginn des Expentes in 6nell-Platten ausgesat
und bei 37°C im Kulturschrank inkubiert. Die Zellemrden bestrahlt und fur weitere 24 h
- 48 h kultiviert. Die Inkubation mit 25 uM EdU effte fir 20 min im Kulturschrank. Das
Medium wurde abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschnel mit einer 3 % PFA, 2 %
Sucrose (v/w) Lésung fur 10 min fixiert. Nach drailgem Waschen mit PBS wurden die
Zellen mit einer 0,2 % Triton-X-100 Losung permdiai@rt. Anschlie3end wurden pro
well 100 pl Reaktionsansatz pipettiert und fir 30 nenRaumtemperatur inkubiert.

Reaktionsansatz fur eimell:

1x Click iT® Reaktions Puffer 86 pl
CuSQ 4l
Alexa Fluof® Azide 555 0, 24 l
Reaktions Puffer Additiv 10 pl

Die Losung wurde entfernt und die Zellen mit PB®/gschen. Eine immuncytochemische
Detektion anderer Proteine mittels immuncytochehescMarkierung sowie der DNA

mittels DAPI konnte im Anschluss, wie unteunkt 3.5.1 beschrieben, erfolgen.

29



3 Material und Methoden

3.5.4 Foci Analyse

Um eine Aussage Uber die Strahlensensibilitat velte# treffen zu kénnen, hat sich die
Auswertung von Doppelstrangbriichen bewahrt. Betr&tén eines Doppelstrangbruchs in
einer Zelle wird das Histon H2AX spezifisch an deninsoaure Serin 139 phosphoryliert
(Mah et al, 2010). Ein weiterer Doppelstrangbruchmarkedeas Protein 53BP1, welches
genau wieyH2AX in grofRen Mengen am DNA-Doppelstrangbruch akbliiert vorliegt.
FUr eine Foci Analyse wurden die Zellen immuncytaisch mityH2AX und 53BP1
Antikdrpern gefarbt und mittels eines Fluoreszehzoskops (Leica DMI 6000 B)
ausgewertet. Pro Auswertung eingt2AX/MDC1 Foci Analyse erfolgte eine optische
Auszahlung der Anzahl der Foci pro Zelle in eineilfe von mindestens 30 Zellen einer
Gesamtzellpopulation. Fiur die 53BP1 Foci Analysedeuwein Schwellenwert von 5 Foci
angesetzt. Die Anzahl der 53BP1 Foci wurden ab ©6&i pro Zelle gezahlt. Fur die
Analyse deryH2AX-positiven Zellen wurde eine Zelle ab1l yH2AX Focus als positiv
gewertet. Pro Auswertung erfolgte eine Auszahlung wnindestens 100 Zellen einer

Gesamtzellpopulation:

yH2AX/MDC1 Foci ) = Mittelwert derFoci Anzahl aller ausgewerteten Zellen
Gesamtzahl der ausgewerteten Zellen (mind.30

53BP1 Foci > = Mittelwert der Foci Anzahl aller ausgewertetetl&n
Gesamtzahl der ausgewerteten Zellen (mind.30
yH2AX-positiv Y= Anzahl deyH2AX-positiven Zellen

Gesamtzahl der ausgewerteten Zellen (ming.100

3.5.5 G2/M-Zellzykluskontrollpunkt-Analyse

Die Analyse des G2/M-Kontrollpunktes (1.1.3) bermulauf einer immuncytochemischen
Farbung mit dem phospho-spezifischen Antikdrperegebiston H3 (S10) (Stifet al,
2006). Hierzu wurden lymphoblastoide Zellen mit/B2UV-Licht bestrahlt, mit 1,5 uM
Nocodazol versetzt und fur 24 h inkubiert. Ansdbdied wurden die Zellen bei 201 rcf
zentrifugiert und das Sediment in 200 pl PBS aufgemen. 100 pl der Zelllésung wurden
mittels einer Cytospin-Zentrifuge bei 111 rcf fum8n auf Objekttrager Ubertragen und
wie unter 3.5.1 beschrieben fixiert und immuncytaisch markiert. Die Analyse erfolgte

mittels eines Fluoreszenzmikroskops, wobei die Ahdar sich in der Mitose befindenden
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Zellen ausgewertet (Mitotischer Index) wurden. Deemdglichte eine Aussage Uber die

Funktionalitat des G2/M-Kontrollpunktes.

3.6  Proximity Ligation Assay (PLA)

Die PLA-Methode ist eine fluoreszenzbasierte Methadr Untersuchung von Proteinen,
Protein-Protein-Interaktionen und posttranslatienaModifizierungen von Proteineim
situ (Weibrecht et al, 2010). Sie basiert darauf, dass primare Anti&brpmittels
Antikorper-Antigen-Reaktion das zu untersuchenddig®em binden. Die Bindung von
Spezies-spezifischen Oligonukleotid-konjugierterkudelarantikbrpern (PLAProbeg an
die Priméarantikorper bewirkt eine Hybridisierung daligonukleotideschwanze der PLA
Probes wenn diese sich proximal (~40 nm) zueinander noefin. Mittels einer
anschlieBenden enzymkatalysierten Ligation wolting circle Amplifizierung kann die
Detektion aufgrund einer Hybridisierung von flu@eszbasierten komplementaren
Oligonukleotiden mit demrolling circle Amplifizierungsprodukt erfolgen (Weibreclet
al., 2010). Fur die Durchfiihrung wurden Zellen imwéHl-Platten ausgesét und bis zu einer
optischen Konfluenz von 60 % kultiviert, das Mediwnarde entfernt, die Zellen 3x mit
PBS gewaschen und 10 min mit 3 % PFA, 2 % Sucraseirig fixiert. Die anschlieRende
immuncytochemische Markierung mittels Primaraniddir erfolgte wie unter 3.5.1
beschrieben. Die PLA Probes wurden zunéchst 15% NGS verdinnt und 20 min bei
RT inkubiert.
Reaktionsansatz fur ewell:

8 ul PLAProbeMinus Stock

8 ul PLAProbePlus Stock

24 pl 2% NGS in PBS

Nach Zugabe der Losung erfolgte eine einstiindigeldation bei 37°C. Die Lésung wurde
entfernt, die Proben 2x 5 min unter leichtem Sdfiitmit Waschpuffer A gewaschen,
dann die Ligation-Ligase-L6sung zugegeben und @im& bei 37°C inkubiert.
Reaktionsansatz fur ewell:

8 ul Ligation Stock

31 pl HPLC HO

1 pl Ligase
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Die Proben wurden unter vorsichtigem Schutteln 2wi@ mit Waschpuffer A gewaschen,
die Amplifizierungs-Polymerase-L6sung hinzugegebaemd fir 100 min bei 37°C
inkubiert.

Reaktionsansatz fur eimell:
8 ul Amplification Stock
31,5 pl HPLC KO
0,5 ul Polymerase

Nach 2x Waschen in Waschpuffer B fur 10 min und1lxin Waschen in 0.01 %
Waschpuffer B wurden die Proben in einer 1:1000 DR®LongGold®-Losung
eingebettet. Die Auswertung und Dokumentation gtéoimit einem inversen Leica DMI

6000 B Fluoreszenzmikroskop.

3.7  Mikroskopie
3.7.1 Fluoreszenzmikroskopie

Die Aufnahmen der Zellen erfolgten unter einem iflotgseigenen inversen Leica
DMI6000B Fluoreszenzmikroskop oder an einem konfakd eica TCS SP2 Mikroskop
der Zentralen Forschungseinrichtung Lasermikroskepi der Medizinischen Hochschule
Hannover.

Fur die Aufnahmen am Leica DMI6000B wurden folgeigektive verwendet: NPLAN
L (20x, numerische Apertur 0.40), PLAN L PH2 (40CX PLAN L (63x, 0.70) und
HCX PLAN L Oil (100x, 1.30). Die Aufnahmen erfolgtemit den Filtereinsatzen A
(Anregung: BP 400/20 nm), L5 (Anregung: BP 480/49) mind Y3 (Anregung: BP 545/40
nm) (Leica) und mit einer QuecksilberhochstdruckdaniHBO-Lampe).

3.7.2 Konfokale Laser-Mikroskopie

Das Prinzip der konfokalen Bildgebung wurde 195% \Warvin Minsky zum Patent
angemeldet (Minsky, 1957). In der konfokalen Milkkogie werden mit Hilfe eines
Laserstrahls die Fluoreszenzmolekule einer Progeragt und bildlich dargestellt. Das zu
untersuchende Objekt kann so in verschiedenen Bbgeastert werden (Semwogeate

al., 2005). Fur die Aufnahmen am Leica TCS SP2 wurdienOl-Immersionsobjektive
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HCX PL APO CS40 (40x, numerische Apertur 1,25) ua@X PL APO BL (63X,
numerische Apertur 1,4) verwendet. Fir die Analysed optische Darstellung
immuncytochemisch markierter Zellen (3.5) wurdea Aufnahmen als z-Stapety(wide,
between framgsaaufgenommen undie Intensitaten in einem Vmax Bild gemittelt. Felie
Aufnahmen wurden ein Multi-Line Argon-Laser (458n7,6 nm, 488 nm, 514 nm), ein

HeNe-Laser (543nm) und eine HBO-Lampe verwendet.

3.7.3 Lebendzellmikroskopie

Die erste Zeitrafferaufnahme (Lebendzellmikroskppn Zellen wurde 1907 in Paris von
Julius Ries praktiziert (Landecker, 2009). Die Lmteellmikroskopie ermdglicht die
Analyse von einzelnen Zellen oder Zellverbédnden weden zellularer komplexer
Dynamik. Dabei konnen Zellen unter nicht-invasivdedingungen mittels eines
Phasenkontrast- oder Fluoreszenzmikroskops Ubem di@ingeren Zeitraum beobachtet
werden. Dies ermdglicht die Untersuchungen versigmnster molekularer und zelluléarer
Prozesse wie Migration, Zellinteraktionen oder kis$ verschiedener Agenziém situ.
Die Analyse der Zellen in dieser Arbeit erfolgtel B&°C und 5% C@Gehalt an dem
inversen Leica DMI6000B Phasenkontrastmikroskodckes mit einer Inkubatorkammer
BL ausgestattet ist. Die Aufnahmen erfolgten ineeireitlichen Bildauflésung von 8 -
30 min fiir 48 h - 72 h mittels eines 20x Durchladbjektivs. Die zu untersuchenden Zellen
wurden einen Tag vor Beginn des Experimentes ie éiwvell-Platte in einer optischen
Konfluenz von 50 - 60 % ausgeséat und fur 24 h B&C3m Kulturschrank inkubiert. Das
Medium wurde vor Beginn des Experimentes ausgetuBie zeitliche Analyse begann

unmittelbar nach Behandlung der Zellen.

3.7.4 Bildverarbeitung

Die Bildverarbeitung und Auswertung erfolgte mitndBrogrammen Leica Application
Suite 1.9.0, CorelPhotoPaintX4, GraphPadPrism4ionageJ.
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3.8  Proteinanalysen
3.8.1 Proteinextraktion

3.8.1.1 Extraktion von Proteinen

Um Proteine fur weiterfihrende Analysen zugangiahmachen, missen diese zuerst aus
Zellen isoliert werden. Die Proteinextraktion egt@ fir adharente und lymphoblastoide
Zellen auf gleiche Weise. Die Zellen wurden bei 201 fir 5 min zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 5 ml PB&waschen. Nach erneuter
Sedimentierung bei 201 rcf fir 5 min wurde das s&gliment in 1ml PBS aufgenommen
und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3 tGberflhrt. Dielstepension wurde bei 0,8 rcf fur 7,5
min bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verfen und das Zellpellet anschlieBend
in Proteinlysepuffer resuspendiert. Es erfolgteeeiimkubation bei 4°C fur 30 min. Die
Zellsuspension wurde bei 16100 rcf fiir 15 min zérgrert und der Uberstand mit den
Proteinen in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefa3 UbsrfiDie Langzeitlagerung der

Proteinextrakte erfolgte bei -80°C.

3.8.1.2 Fraktionierte Extraktion von Proteinen

Um eine Auftrennung des komplexen Proteingemisdneginer Zelle in eine cyto-
/nukleoplasmische und eine chromatingebundene ibraktu ermdoglichen, bedurfte es
einer besonderen Aufarbeitung. Die Zellen wurderbfinin bei 201 rcf zentrifugiert, der
Uberstand verworfen und das Zellpellet mit 5 ml Pg@Svaschen. Die Zellen wurden
erneut bei 201 rcf fur 5 min zentrifugiert, daslgellet in 1 ml PBS aufgenommen und in
ein 1,5 ml Reaktionsgefal® Gberfihrt. Nach ernedésmtrifugation fur 7,5 min bei 0,8 rcf
und 4°C wurde der Uberstand verworfen und das &idip in Proteinlysepuffer
resuspendiert. Es erfolgte eine Inkubation auff&islO0 min. Die Zellsuspension wurde
anschlieBend bei 13000 rcf fiir 15 min bei 4°C zfgiert. Der Uberstand wurde in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefald Uberfihrt (cyto-/nykesmische Proteinfraktion). Das
Pellet wurde mit 30 Units DNasel versetzt, resudigehund bei 37°C fir 30 min in
einem Thermoblock inkubiert. Nach erneuter Sedimeemg bei 1300 rcf fir 15 min und
4°C wurde der Uberstand in ein neues 1,5 ml Reakgefal Uberfihrt

(chromatingebundene Proteinfraktion). Die Langag#rung erfolgte bei -80°C.
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3.8.2 Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgtehnder Bradford Methode, die darauf
beruht, dass der Triarylmethanfarbstoff Coomassikidht-Blau-G250 an Proteine durch
hydrophobe Wechselwirkungen binden kann. Dadurcféahdar der Farbstoff eine

Verschiebung des Absorptionsmaximums von 365 nn5%& nm (Bradford, 1976). Pro

Reaktionsansatz wurden 800 wHund 200 ul Bradford-Reagenz mit 1 pl Probe vetset
und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Fur idadibrierung (Standardkurve) wurde
BSA in den Konzentrationen 0, 2, 4, 6, 8 und 10mhgyerwendet. Die Bestimmung des
Leerwertes erfolgte mit 1 pl ProteinextraktionspuffDie kolorimetrische Bestimmung

der Proteinkonzentration erfolgte Bei 595 nm in einem Bio-Photometer.

3.8.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektroporese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gé#¢ktrophorese in  einem
Natriumdodecylsulfat-haltigen Polyacrylamid-Gel kén komplexe Proteingemische
aufgetrennt und  weitergehenden  Analysen  zugangliapemacht  werden.
Natriumdodecylsulfat ist ein anionisches Detergeneglches durch Bindung an
hydrophobe Bereiche im Protein diese denaturiert. Eigenladung der Proteine wird
dabei Uberdeckt, sodass die Proteine nur Uber ieldlargewicht im Gel aufgetrennt
werden (Laemmli, 1970). Die Kombination von 2 Geléie sich in ihrem pH-Wert und in
der Porengrof3e unterscheiden, bestimmt die Lauigesdigkeit der einzelnen Proteine.
Im Sammelgel werden die Proteine aufgrund ihreicgen Ladung in einer Bande
fokussiert, im sich anschliel3enden Trenngel erfdigtAuftrennung der Proteine aufgrund
der geringeren Porengréf3e nach ihrer Masse.

Zunachst wurde ein 7,5 - 10 % Trenngel gegossemin@d0 % Ethanol Uberschichtet bis
zur vollstandigen Polymerisation des Gels (20 mimschlielRend wurde ein 5 %iges
Sammelgel auf das Trenngel gegossen und zur Bildlerg Probentaschen ein 10er
beziehungsweise 20er Kamm (0,8 mm) eingefihrt.ZDientersuchenden Proben wurden
mit Probenauftragpuffer versehen, 5 min bei 95°Qatigriert und auf das Gel aufgetragen.
Soweit nicht anders angegeben, wurden pro Tascheup@OProtein geladen. Die
anschlielende Elektrophorese erfolgte in einer HAd-ll-Kammer oder einer
PerfectBlue-Doppelgelsystem Twin ExWs-Kammer baeeikonstanten Spannung von
60 V im Sammelgel und 100 V im Trenngel, bis dieffiaont das Gel-Ende erreicht hatte.
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Tabelle 1: Losungen zur Herstellung des Sammelgdigr die SDS-PAGE

Sammelgel
(Ansatz fur 2 Gele)

5%

Bio-Rad Il PerfectBlue-Doppelgelsystem
Twin EXWs
ddHO [ml] 2,75 5,5
40 % Acrylamid [ml] 0,64 1,28
2 % Bis-Acrylamid [ml] 0,35 0,7
Sammelgelpuffer pH 6,8 [ml]] 1,23 2,46
20% SDS [ul] 25 50
TEMED [pl] 20 40
APS [ul] 40 80

Tabelle 2: Losungen zur Herstellung des Trenngelsif die SDS-PAGE

Trenngel 7.5 % 10%
(Ansatz fur 2
Gele)
Bio-Rad Il PerfectBlue- Bio-Rad Il PerfectBlue-
Doppelgelsystem Doppelgelsystem
Twin ExWs Twin ExWs
ddHO [ml] 3,38 6,76 3,06 4,0
Trenngelpuffer | 3,76 7,52 3,76 7,52
(pH 8,8) [mI]
40 % 1,87 3,74 2,5 7,6
Acrylamid [ml]
2% Bis- 0,95 19 0,66 0,88
Acrylamid [ml]
20% SDS [ul] | 50 100 50 100
TEMED [ul] 10 20 10 20
APS [ul] 50 100 50 100
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3.8.4 Immunoblot

Um elektrophoretisch aufgetrennte Proteine einetik@rper-Detektion zuganglich zu
machen, werden Proteine mit Hilfe des Immunoblotisfeens elektrophoretisch auf eine
Membran (Nitrocellulose, PVDF) ubertragen. Die tBiee kbnnen durch Verwendung
spezifischer Antikorper markiert und analysiert et (Towbin et al, 1979). Der
Nachweis der gebundenen Priméarantikorper erfolgter GliPeroxidase-gekoppelte
Sekundarantikorper, wobei Peroxidase die Oxidatimm Luminol katalysiert. Die
Emission der dabei entstehenden Lichtquamted durch Densitometrie der Signale auf
einem Rontgenfilm dokumentiert. In der vorliegend&rbeit wurde die Methode des
Tank-Blottings verwendet. Hierzu wurde die Kassetée Blot-Apparatur in folgender
Weise beschickt: Schwamm, 2 Filterpapiere, Gel, iem, 2 Filterpapiere, Schwamm.
Die Kassette wurde in den Tank eingespannt, woieeM@&mbran zur Anode und das Gel
zur Kathode zeigte. Der Transfer der Proteine aef Membran erfolgte in einem
elektrischen Feld bei einer Spannung von 35 V #0 min. Im Anschluss erfolgte die
Blockierung freier Bindungsstellen mit einer 5 %ld&hpulverlésung (w/v) fir 1 h bei
Raumtemperatur. Die Membran wurde anschlielend Necht bei 4°C mit der
Primarantikorperlésung (5 % Milchpulverlésung) ukert. Nach dreimaligem Waschen
fur 15 min mit PBS-T wurde die Membran mit dem Sekdrantikdrper fur 2 h inkubiert.
Nach 3 Waschschritten in PBS-T fur 15 min erfolgtee Inkubation mit dem Luminol-
Detektionsreagenz oder mit Pierce-ECL-Substratigsgabhangig vom verwendeten
Primarantikorper) fur 5 min bei Raumtemperatur. Membran wurde anschlie3end in
eine Plastikfolie eingeschweil3t, ein Rontgenfilnfgalegt und je nach Signalintensitat
zwischen 1 sec und 1 h exponiert. Die entwickeRgimtgenfilme wurden mit einem
Scanner digitalisiert und mittels ImageJ densitoiseht ausgewertet.

3.9  Durchflusszytometrie

Die Methode der Durchflusszytometrie ermdglicht Wlessung einzelner Zellen in einer
Durchflusskammer. Dabei kdénnen anhand des Vorwartsd Seitwérts-Streulichtes,
welches beim Durchfluss einer Zelle durch die Massker entsteht, Ruckschlisse auf
bestimmte Parameter wie Gréf3e und Inhalt der Zellmgen werden (Dittrich und Gohde,
1968). Des Weiteren kann mittels eines Durchflugsmgters auch Fluoreszenzlicht
gemessen werden. Zur Bestimmung des DNA-Gehaltesr efelle wird dafir DNA

interkalierendes Propidiumiodid verwendet. Fur digchflusscytometrischen Analysen
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wurden exponentiell wachsende Zellen in 175-Zellkulturflaschen kultiviert und mit
Nocodazol (wie unter Punkt 3.3 beschrieben) synubrert. Die Zellen wurden
abtrypsiniert, fur 5 min bei 201 rcf zentrifugiedier Uberstand verworfen und das
Zellpellet zweimal mit PBS gewaschen und anschhd3eentrifugiert (201 rcf, 5min).
Vom Zellsediment wurden 1 x i@ellen in eiskaltes 70 % Ethanol aufgenommen und
Uber Nacht (mind. 12 h) bei 4°C fixiert. Anschlie@ewurde die Zellldsung zentrifugiert
(201 rcf, 5min) und das Zellpellet in 400 pl Prapidiodid-L6sung aufgenommen und 30
min bei RT lichtgeschuitzt inkubiert. Die Messung @NA-Gehaltes erfolgte mittels eines
FACSCalibur flow cytometer(BD Biosciences). Die Auswertung erfolgte mit dem

Programm Summit V5.1 und GraphPadPrism4.

3.10 Statistische Auswertung

Soweit nicht anders angegeben, wurden die gesaemdlinzelmesswerte (n) aus
verschieden héaufig durchgefiihrten Experimentem(iiJdem Programm GraphPadPrism4
auf ihre statistische Relevanz mittels eirtes-tailed student st-test analysiert. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler des Mittedwean (SEM). Eine signifikante
Abweichung der Wertepaare von der Nullhypothesad vdurch einen p-Wert (<0,05,
<0,01 oder <0,001) und durch einen oder mehrereris&t(*) angegeben. Die statistischen

Angaben werden zusatzlich in einem entsprechendgnfilir jede Abbildung ausgefihrt.
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3.11 Antikorper

3.11.1 Primare Antikoper

Hersteller

GrolRe des
Antigens (kDa)

Wirts- Western ICC
spezies Blot

Antigen

Aurora B

Maus

Abcam, ab3609

beta-Actin Maus 1:3000 - 37 Sigma, clone AC-15;
5441

BLM Ziege - 1:150 180 Santa Cruz, sc 7790

53BP1 Kaninchen - 1:200 430 Bethyl Laboratorg
A300-272A-2

Chk2 pS19 Kaninchen 1:1000 - 62 Cell Signallin®@701

H3 Kaninchen 1:2000 1:2000 17 Abcam, ab1791

pH3 pS10 Kaninchen 1:2000 1:200 17 Cell Signalling701

pH3 pS10 Maus 1:2000 1:200 17 Cell Signalling, 950

H2AX pS139 Kaninchen 1:2000 1:200 17 Epitomics, 22-1

H2AX pS139 Maus 1:2000 1:200 17 Millipore, 05-636

KAP1 pS824 Kaninchen 1:5000 - 130 Bethyl Laboraties,
A300-767-A1

MRE11 Maus 1:1000 1:100 81 Genetex, GTX 70212

MRE11 Kaninchen - 1.200 81 Cell Signalling, 489

MDC1 Kaninchen - 1:100 250 Abcam, ab11169

NBN Kaninchen 1:5000 1:200 95 Novus Biologicals,
NB100-143

RAD50 Kaninchen 1:1000 1:200 154 Millipore, 07-178

RAD50 Kaninchen - 1:200 154 Millipore, AB3754

RAD50 Maus 1:500 1:100 154 Abcam, ab 89

alpha-Tubulin  Kaninchen 1:10.000 1:500 55 Epitomic2871-1

alpha-Tubulin ~ Maus - 1:500 k.A. Sigma, F 2168

FITC

v-Tubulin Kaninchen - 1:200 48 Sigma, T5192

SMC1 Kaninchen - 1:200 160 Bethyl Laboratories
A300-055A

SMC1 pS966 Kaninchen - 1:2000 160 Bethyl Labataries,
A300-050A

cleaved PARP  Maus 1:1000 - 89 Thermo Scientific, MA1-

20829
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3.11.2 Sekundare Antikdrper

Antigen

Blot

Wirtsspezies Western

ICC  GrolRe des Antigens Hersteller

(kDa)

anti-Maus IgG-HRP  Esel 1:5000 - k.A. GE Healthare, NA
9310

anti-Kaninchen IgG- Esel 1:5000 - k.A. GE Healthcare, NA

HRP 9340

anti-Maus Alexa 546  Ziege - 1:200 k.A. Invitrogn, A11018

anti-Kaninchen Alexa Ziege - 1:200 k.A. Invitrogen, A11071

546

anti-Kaninchen Alexa Ziege - 1:200 k.A. Invitrogen, A11070

488

anti-Maus FITC Ziege - 1:200 k.A. Zymed, 62-651

anti-Ziege Alexa 488 Kaninchen - 1:200 k.A. Introgen, A21222

3.12 Chemikalien und Lésungen

3.12.1 Chemikalien

Acrylamid, 40%

Aprotinin

Ammoniumpersulfat
B-Glycerophosphat
Bis-Acrylamid, 2%
Bromphenolblau

p-Cumarsaure (4-Hydroxyzimtsaure)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

4’ 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraacetat (EGTA)
Ethanol, abs.99,8%
Entwicklerlésung

p-Formaldehyd

Fixierer

Glycerol, abs.

Glycin

HPLC-Wasser

Hydroxyharnstoff

Isopropanol

Kaliumchlorid

Bio-Rad-Laboratories, Minchen, D

Serva,Feinbiochmemika, Heidelberg, D
Bio-Rad-Laboratories, Minchen,
Merck, Darmstadt, D

Bio-Rad-Laboratories, Miinchen, D
Sigma Chemie, Deisenhofen,D

Merck, DarmstBdt

Sigma Chemie, Deisenhofen,D

Invitrogen,

Sigma-Aldrich Steinheim, D

Sigma-Aldrich Steinheim, D

J.T.Baker, Deventer, Niederlande

Kodak,Sigma-Aldrich,Steinheim, D

Sigma-Aldrich Steinheim, D

Kodak,Sigma-Aldrich,Steinheim, D

Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D

J.T.Baker, Deventer, Niederlande

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D

Roth, Karlsruhe, D
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Kaliumdihydrogenphosphat

Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-
phtalazinediane)
Leupeptin

Mercaptoethanol

Methanol

Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumfluorid
Natriumhydrogencarbonat
Natriumdihydrogenphosphat
Natriummetavandat

NP-40 (NonidetP-40)
Phenylmethansulphanylfluorid (PMSF)
Propidiumiodid

ProLong Gold Antifade
Natriumdodecylsulfat (SDS)
30% Salzsaure (HCI)
D-Sucrose
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris

Tris-HCI

Triton-X-100

Tween 20
Wasserstoffperoxid (3D.)

3.12.2 Puffer und Losungen

Beschwerungspuffer (5x)

10x PBS

1x PBS

Roth, Karlsruhe, D
Sigma Chemie, Steinheim,D

Serva, Feinbiochemika, D
Sigma Chemie, Steinheim,D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma Chemie, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma Chemie, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-AldriSiteinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Invitrogen, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Roth, Karlsruhe, D
Bio-Rad-Laboragsi Minchen, D
Merck, Darmstadt, D
Merck, Darmstadt, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Merck, Darmstadt, D

1 M Tris HCI pH 6,8

14,25 % (w/v) SDS

47,5 % (viv) Glycin

14, 25% (v/vp-Glycerophosphat
1,4 % (w/v) Bromphenolblau

1,4 M NaCL

27 mM KCI

90 mM NaHPGQ,
15 mM KH,PO,
ad 11HO

100 ml 10x PBS
ad 900 ml KD
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10 x GTS

10x Carbonatpuffer

Waschpuffer (PBS-T)

Blockingpuffer

PLA Waschpuffer A

pH mit HCI auf 7,4 einstellen

PLA Waschpuffer B

pH mit HCI auf 7,5 einstellen

PLA Waschpuffer B 0,01 %

Permebealisierungslosung

Fixierlésung

1, 9 M Glycin
0,25 M Tris
1% (w/v) SDS
ad11HO

0,1 M NaHCQ
30 mM NaCGs
ad 11HO

1x PBS
0, 05 % (v/v) Tween 20
ad 11 HO

1x PBS

5 % (w/v) Marvel Milchpulver
0, 05 % (v/v) Tween 20

ad 11 HO

0, 15 mM NacCl

0, 01 M Tris base
0, 05 % Tween 20

ad 11 HO

0,2 M Tris
0, 1 M NaCl
ad 1@

10 ml PLA Waschpuffer B
90 ml HPLC- HO

1x PBS
0,2 % (v/v) TritonX-100

3 % (w/v) PFA
2% (w/v) D-Sucrose
1x PBS
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Proteinlysepuffer 50 mM Tris pH 7,4,
150 mM NaCl
2 mM EGTA
2 mM EDTA
25 mM NaF
0.1 mM NavO,
0.1 MM PMSF
2 mg/ml Leupeptin
2 mg/ml Aprotinin
0.2 % (v/v) Triton X-100
0.3 % (v/v) NonidetP-40

Trenngelpuffer 1 M Tris-Cl
ad 11 HO
pH mit HCI auf 8,7 einstellen

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-Cl
ad 11 HO
pH mit HCI auf 6,8 einstellen

20 % SDS 200 g SDS

ad 11 HO
10 % APS 100 g APS

ad 11 HO
Luminol, 250 mM 440 mg Luminol

ad 10 ml DMSO

p-Cumarséaure, 90 mM 150 mg p-Cumarsaure
ad 10 ml DMSO

Luminol Detektionsreagenz:

Losung 1: 500 pl Luminol (250 mM)
220 pl p-Cumarsaure (90 mM)
ad 45 ml ddHO
ad 50 ml Tris-HCI pH 8,7

Ldsung 2: 100 mM Tris-HCI pH 8,7
ad 30,5 ul HO,
-> L6sung 1 und Lésung 2 mischen und 5 min bei®Xlbieren
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3.13 Enzyme, Kits, biologische Substanzen, Reageszi

3.13.1 Enzyme, biologische Substanzen

DNasel

Magermilchpulver

RNaseH
ATM Inhibitor KU-55933

Nocodazol
Cytochalasin B
Normales Ziegenserum (NGS)

Normales Kaninchenserum (NRS)

3.13.2 Protein-Marker

Precision Plus Protein All Blue Standards

3.13.3 Transfektionsreagenzien
METAFECTENE® SI
esiRNA RAD50 mouse

3.13.4 Kits

Click-iT® EdU Alexa Fluor® 555 Imaging Kit

Proximity Ligation AssayPLA)

PIERCE-Super Signal West Dura Extended

Substrate

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

New England Biolabs, Ipswich, USA

Marvel/Premier Foods plc, St Alban
UK

New England Biolab, Ipswich, USA

KuDos Pharmaceuticals, Camdge,
UK

Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Dianova, Hamburg, D

Dianova, Hamburg, D

Bio-Rathdratories, Minchen, D

Biontex Laboratories, Martinsried, D

Sigma-Aldrich, Stedimh, D

Invitrgen!/ life technologies,
Kalifornien, USA

Olink, Duolink Bioscience, Uppsala,
SE

Pi€hezmo Scientific, Rockford,
USA

Bio-Rad-laboes, Miinchen, D
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3.14 Zellkulturmedien und zugehoérige Reagenzien

3.14.1 Reagenzien und Material

Fotales Kélberserum (FKS)
L-Glutamin

Penicillin/ Streptomycin
RPMI 1640 + L-Glutamin

DMEM

Trypsinlosung/EDTA, 0, 25 %

Trypsinlésung

MEBM Basalmedium

Single Quots

DMSO

Sterilfilter (Minisart 0.45um und 0.2 um)
Zellkulturflaschen (T25 cm T75 cnf & T175 cnd)

6-well-Platten
Zellkulturschaber

Kryoréhrchen

3.14.2 Zellkulturmedien

Biochrom, Berlin, D
PAA, Pasching, AT
PAA, Pasching, AT

Gibcol/ life technologies,
Kalifornien, USA

Gibcol/ life technologies,
Kalifornien, USA

Gibco-BRL, Eggenstdin,
Lonza, Basel, BE
Lonza, Basel, BE
Lonza, Basel, BE
Sigma-Aldrich, Steinheim, D
Sartemj Gottingen, D

Nunc/ Thermo Scientific,
Rockford, USA

BD Bioscience, Kalifornien, USA
Sarstedt, Niumbrecht, D

Greiner, Frickenhausen, D

Proliferationsmedium fir NIH3T3, F239 SV40 und ABN40 Zellen:

Dulbecco’s Modified Eagle Mediu(@MEM)

10 % (v/v) Fetales Kalberserum
2mM L-Glutamin

500 U/mi Penicillin

0,5 mg/mi Streptomycin

Proliferationsmedium fiir HCC1395 und HCC1937:

RPMI 1640 Medium

10 % (v/v) Fetales Kalberserum
2mM L-Glutamin

500 U/mi Penicillin

0, 5 mg/mi Streptomycin
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Proliferationsmedium fur lymphoblastoide Zellen:
RPMI 1640 Medium

15 % (v/v) Fetales Kalberserum
2mM L-Glutamin

500 U/ml Penicillin

0, 5 mg/ml Streptomycin

Proliferationsmedium fiir MCF-10A Zellen:

MEBM Basalmedium
ad Single Quots:
BPE (pitnitary extract) 2 ml

hEGF 0,5 ml
Hydrocortison 0,5 ml
GA-1000 0,5 ml

(gentamycin/amphotericin)
Insulin 0,5 ml

Einfriermedien:
Lymphoblastoide Zelllinien:
20 % FKS

10% Glycerin

Proliferationsmedium

Adharente Zelllinie
10% DMSO

Proliferationsmedium

3.15 Gerate und verwendete Materialien

3.15.1 Gerate

Autoklav Zirbus, Bad Grund, D
Brutschranke
Hera SaFE Heraeus Instruments, Hanau, D
MCO-20AIC Sanyo/ Panasonic, Holzkirchen, D

Durchflusscytometer
Einschweil3gerat

Eismaschine

BD Biosciences, Kalifornien,USA
Serverin Folio, Sundern, D

Ziegra, Isernhagen, D

Elektrophoresekammern
TwinEx ws
Protean I[I® LKammer
Heizblock

Peglab, Erlangen, D
Bio-Rad, Mlnchen, D
Eppendorf, Hamburg, D
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Inkubatorkammer BL fur
Fluoreszenzmikroskop

Leica, Heidelberg, D

Linearbeschleuniger Siemens, Munchen, D

Mevatron MD-2

Mikroskope
Durchlichtmikroskop Olympus, Hamburg, D
IX 52 Olympus
Fluoreslge'zvrrlzg:)ilc()roo; kop Leica, Heidelberg, D
Konfokales Mikroskop
TCS SP2 Leica, Heidelberg, D
pH-Meter Landgraf Laborsysteme, Langenhagen, D
Pipettierhilfe(n)
Pipetboy Thermo Scientific, Braunschweig, D
0,5 pul-10 pl Eppendorf, Hamburg, D
10 pl - 100pl Eppendorf, Hamburg, D
50 pl - 200 pl Eppendorf, Hamburg, D
100ul - 2000ul Eppendorf, Hamburg, D
Photometer Eppendorf, Hamburg, D
Schiitteltisch Heidolph,SchwabaghD

Sicherheitswerkbank
Scanner

Heraeus Sepatech, Osterode, D

Canon, Middlesex, UK

Transfereinheit

Hoefer TE62 Amersham, BuckinghaingesitJK
Mini Protean Il Bio-Rad, Minchdh,
UV-C Quelle HOEFER Scientific Instruments, San Dieg

Vortex Genie-Mixer

USA

Jurgens, Hannover, D

Waagen Sartorius, Gottingen, D
Wasserbad Jurgens, Hannover, D
Zentrifugen
5810 R Eppendorf, Hamburg, D
Rotina 35R Hettich, Tuttlingen, D
Mini Spin Eppendorf, Hamburg, D
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3.15.2 Verbrauchsmaterial

Autoradiographiekassette GE Healthc&balfont St GilesJK

Deckglaser Roth, Karlssuhe, D

Einmalhandschuhe Kimberly-Clark, Roswell, USA

Einmalspritzen Braun, Melsungen, D

Einmalpipetten Sarstedt, Niumbrecht, D

Hyperfilm ECL GE Healthcare;halfont St GiledJK

Kleenex Kimberly-Clark,Roswell,USA

Nitrocellulose-Membran Amersham, Pharmacia Biotech
Freiburg, D

Objekttrager Thermo Scientific, Braunschweig, D

Pipettenspitzen

200 pl, 1000ul Sarstedt, Nimbrecht, D

Kristallspitzen Eppendorf, Hamburg, D
Parafilm Bemis, Wisconsin, USA
Pinzetten Omnilab, Bremen, D
Plastikfolie Omnilab, Bremen, D

Reaktionsgefalie

50ml BD Biosciences,Kalifornien,USA
15ml BD Biosciences,Kalifornien,USA
1,5ml Sarstedt, Nimbrecht,D
0,5ml Sarstedt, Nimbrecht,D
Skalpelle Feather, pfm medical AG, KdIn, D
Uvette Eppendorf, Hamburg, D

Whatman Papier Whatman, Maidstone, UK
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4 Ergebnisse

4.1  Funktionelle Untersuchungen zur Rolle von RAD5@m ATR-Signalweg

4.1.1 Defekt der ATR-abhangigeryH2AX Phosphorylierung in RAD50-defizienten
Zellen

Der ATR-Signalweg wird durch verschiedene DNA-sghéadde Agenzien aktiviert wie
zum Beispiel ultraviolettes (UV) Licht und chemischhibitoren der DNA-Replikation
wie Hydroxyharnstoff Kydroxyurea HU). HU bewirkt eine Abnahme des
Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP)-Levels wakreler DNA-Synthese und flihrt zu
einer Arretierung der Replikationsgabelstalled replication forks (Koc et al, 2004).
Diese Arretierung kann primar zu Einzelstrang- osiekundér zu Doppelstrangbrichen
fuhren. Verschiedene Studien konnten bereits eierdktion zwischen dem ATM- und
ATR-Signalweg belegen (Sti#it al., 2006, Bunz, 2011). In einer vorangegangenenifrbe
konnte gezeigt werden, dass RAD50-defiziente Zebben der Aktivierung des ATR-
Signalweges durch HU-Behandlung eine vermindert (&erl5) Phosphorylierung und
eine reduzierte Chkl Ser317 Phosphorylierung asBwie (Walteset al, 2009).
Diesbeziiglich sollte im Rahmen dieser Arbeit eirgteve funktionelle Charakterisierung
des RAD5S0 Proteins im ATR-Signalweg erfolgen.

Um die funktionelle Relevanz des RAD50 ProteinsAmR-Signalweg weitergehend zu
untersuchen, wurden RAD50-defiziente lymphoblagtaféllen (HA239) mit 5 mM HU
versetzt und fur 2 h bei 37°C kultiviert. ATR-deémte Zellen (HA517, ATR-Seckel)
dienten dabei als Negativkontrolle und Wildtypzell@HA325) als Positivkontrolle. Die
Zellen wurden immuncytochemisch mit einem spedikest Antikorper gegeryH2AX
markiert und der Anteil defH2AX-positiven Zellen ausgewertet (3.5.4) (Abb. 1Rjir die
Positivkontrolle konnte ein signifikanter Anstieg=0,002) deryH2AX-positiven Zellen
von 6,1 £ 0,5 % auf 19,4 + 1,7 % beobachtet werdd@a RAD50-defizienten Zellen
zeigten jedoch keinen statistisch signifikanten ddgsithied zur Negativkontrolle. Die
Anzahl deryH2AX-positiven Zellen wiesen einen simultanen basalevel von 5,8 =*
0,3 % wie die Negativkontrolle (6,2 + 0,5 %) aAbp. 14, B).

Um die zeitliche Abhangigkeit deiH2AX-Foci-Induktion ndher zu untersuchen, wurden
die Zellen (RAD50-defizient, ATR-defizient, Wildtysimultan mit 5 mM HU behandelt
und nach verschiedenen Zeitpunkten (1 h, 3 h, énl)ysiert. Dabei konnte ein Anstieg
auf 15,7 % deryH2AX-positiven Zellen nach 6 h in den RAD50-defrzien Zellen
detektiert werden. Dies entsprach dem Anteil desitR@&ontrolle nach nur 1 h HU-
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Inkubation (15,4 %) (Abb. 14, C). Eine Phosphoryieg von yH2AX kann durch
Apoptose induziert werden (Let al, 2006). Um zu differenzieren, ob dgt2AX-Anstieg
durch ATR oder Apoptose bedingt ist, wurden RAD®Bizdente Zellen, ATR-defiziente
Zellen (ATR-Seckel) und Wildtypzellen mit 5 mM HWrfl h, 3 h und 6 h kultiviert. Nach
Aufarbeitung der Lysate und anschlieRender Separater Proteine mittels SDS-PAGE
und Immunoblot-Verfahren wurde der Proteinspieged dpoptotischen Markecdeaved
PARP untersuchtf-Actin diente als Ladekontrolle und wurde zur Nolisiarung
verwendet. Die Werte wurden als relative EinheE)Rrmittelt.

In den unbehandelten RAD50-defizienten Zellen war erhéhter Grundgehalt von
cleavedPARP (1,0 RE) im Vergleich zu den unbehandeltefdiypzellen (0,0 RE) und
den ATR-defizienten Zellen vorhanden (0,0 RE) (Ab#, E, F). Nach HU-Behandlung
konnte in den RAD50-defizienten Zellen ein Anstie cleavedPARP nach 1 h (3,1 RE),
3 h (3,8 RE) und 6 h (4,1 RE) beobachtet werdemenim den Wildtypzellen sowie in der
ATR-defizienten Zelllinie kein Anteil anleavedPARP detektierbar war. Es konnte bereits
gezeigt werden, dass die Phosphorylierung von HEAer Apoptose ATM-abhangig ist
(Rogakou et al, 2000). Der Anstieg voryH2AX-positiven Zellen nach 6 h HU-
Behandlung (Abb. 14, C) sowie der Anstieg weavedPARP (Abb. 14, E, F) in den
RAD50-defizienten Zellen deuten auf eine ATM-abhigagH2AX Phosphorylierung hin.
Um die ATM-Abhéngigkeit der spateti2AX Foci zu untersuchen, wurden die Zellen mit
einem spezifischen ATM-Inhibitor (ATMi, KU-5593303uM) und 5 mM HU versetzt, 6 h
kultiviert und anschlieend immuncytochemisch miheen anti yH2AX Antikorper
markiert (Abb. 14, D). Nach 6 h Inkubation mit Hddugleichzeitiger ATM-Inhibierung
wurde in den Wildtypzellen eine signifikante Redakt (p=0,01) deryH2AX-positiven
Zellen auf 7,8 + 0,4 % im Vergleich zu 30,8 + 2,6 dér nicht-inhibierten Zellen
gemessen. Bei ATM-Inhibierung der RAD50-defizientZellen sank der Wert der
yH2AX-positiven Zellen von 23,1 + 0,4 % auf 13,8 ;68 % signifikant (p=0,02) ab. In
der Positivkontrolle sowie auch in der RAD5O0-defiien Zelllinie konnte ein
vergleichbarer Anteil defH2AX-positiven Zellen nach ATM-Inhibition &hnlichedh Wert

der unbehandelten Zellen gemessen werden.
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Abbildung 14: ATR-abhangige Phosphorylierung vonyH2AX. (A) Reprasentative Darstellung der
immuncytochemischen Farbung voyH2AX Foci in Wildtypzellen (HA325) nach HU-Indukiio
Messbalken=10 umB( C) Die Zellen (RAD50-defiziente Zellen (HA239), ATeefiziente (HA517) Zellen
und Wildtypzellen (HA325) wurden mit Hydroxyharnt¢HU) (5 mM) behandelt und nacHB) einer 2-
stindigen Kultivierung oder naclf) 1 h, 3 h und 6 h immuncytochemisch mit eingd2AX Antikbrper
(05-636) markiert und der Anteil deyH2AX-positiven Zellen ausgewertet. Als Kontrolle edten
Wildtypzellen (Positivkontrolle, HA325) und ATR-deiente Zellen (Negativkontrolle, HA517). Die
statistische Auswertung deH2AX-positiven Zellen erfolgte anhand von drei uhabgigen Experimenten
(N=3) mittels einesuinpairedt-test (Mittelwerte = Standardfehler). **p < 0.0UNT=unbehandelt.¥) Fur
die Bestimmung der ATM-Abhéangigkeit in der Phospfierung von H2AX wurden die Zellen zusétzlich
zur HU-Behandlung (5 mM) mit ATM-Inhibitor (10 pnigehandelt und nach 6 h der Anteil dét2AX-
positiven Zellen immuncytochemisch bestimmt. Diatistische Auswertung mittels einespaired t-test
erfolgte an drei unabhangigen Versuchen (MittelevartStandardfehler). ATMi=ATM-Inhibitor. *p < 0.05,
**p < 0.01. E, F) RAD50-, ATR-defiziente Zellen und Wildtypzellenuvden mit HU (5 mM) behandelt
und nach 1 h, 3 h und 6 h Inkubation aufgearbeft.Nach SDS-PAGE und Immunoblot erfolgte die
Detektion des apoptotischen MarketsavedPARP mittels eines Antikérpers, wolfeiActin als Referenz
verwendet wurde. H) Densitometrische Auswertung des relativeleaved PARP Proteinanteils der
Immunoblot-Analyse nach Normalisierung m-Actin. HU=Hydroxyharnstoff. UNT=unbehandelt.
WT=Wildtyp.

Dies zeigte, dass die Phosphorylierung y&t2AX nach mehrstindiger HU-Induktion
ATM-abhéngig ist.
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4.1.2 Analyse des G2/M-Zellzykluskontrollpunktes irRAD50-defizienten Zellen

Ein Charakteristikum von ATR-defizienten Zellen &t Defekt in der Aktivierung des
G2/M-Kontrollpunktes  nach DNA-Schéaden. Durch UV-Licht-induzierte
Einzelstrangbriche rufen eine Aktivierung des ATBrRSIweges hervor. Die
Phosphorylierung des ATR-Substrates Chk1 (Ser3a@h tV-Schadigung fuhrt zu einer
Aktivierung des Intra-S- und des G2/M-Kontrollpue&t(Aldertonet al, 2004). Fir die
Untersuchung des  G2/M-Kontrollpunktes  wurden  die D®B-defizienten
lymphoblastoiden Zellen (HA239), sowie die Positiakrolle (Wildtypzellen, HA325) und
Negativkontrolle (ATR-Defizient, HA517) mit UV-Lidh(2,5 J nf) bestrahlt, fixiert und
immuncytochemisch mit einem mitosespezifischen Kmper (phospho-H3 (Serl0)
(3.5.5) markiert (Abb. 15, B). Die Aktivierung deS2/M-Kontrollpunktes in den
Wildtypzellen zeigte sich in der signifikanten Redwung (p=0,007) des Anteils
mitotischer Zellen von 15,7 £ 1,4 % auf 7,9 £ 0,6 %

17.5- @ UNT

—- Cwv
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T
c | -
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Abbildung 15: G2/M-Kontrollpunkt-Aktivierung nach B estrahlung mit UV-Licht. (A, B) RAD50-
defiziente Zellen (HA239), ATR-defiziente Zellen AH17) und Wildtypzellen (HA325) wurden mit UV-
Licht bestrahlt (2,5 J /), immuncytochemisch mit einem anti phospho-H3r1{8E Antikérper (9706)
markiert und der Anteil der mitotischen Zellen aasgrtet. A) Die statistische Auswertung von drei
unabhéngigen Experimenten (N=3) erfolgte mittefesiinpairedt-test (Mittelwerte + Standardfehler), *p <
0.05, *p < 0.01. UNT=unbehandelt. WT=Wildtyp. BY Reprasentative Darstellung der
immuncytochemischen Farbung von pH3 (S10)-positizetien in einer Zellpopulation (rot). Die DNA
wurde mittels DAPI gefarbt (blau). Das Bild ist &lberlagerung dargestellt. Messbalken=20 pum
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Auch bei den RAD50-defizienten Zellen war eine #igante Reduzierung (p=0,01) der
mitotischen Zellen von 9,9 + 1,6 % auf 2,5 * 0,7z%beobachten (Abb. 15, A). Bei
ATR-defizienten Zellen konnte keine signifikanterfiederung des mitotischen Index nach

UV-Bestrahlung festgestellt werden.

4.1.3 RAD5O0-defiziente Zellen weisen einen erhdhtémteil an mitotischen Zellen
mit supernumerary centrosomes auf

Normal mitotische Zellen weisen zwei CentrosomedanMitose auf, die als Zellorganell
die korrekte Anordnung der Chromosomen vor der Kigtse organisieren (Alberés al.,
2008). Eine Studie konnte bereits zeigen, dasPDeiekt im ATR-Signalweg mit einer
erhohten Anzahl von Centrosomesuernumerary centrosomes der Mitose einhergeht
(Alderton et al, 2004). Eine Aberration der Centrosomenanzahttfiabr Bildung von
mono- oder multipolaren Spindeln wahrend der Mitoseder Folge einer Aneuploidie
(Meraldi et al, 2002, Ghadimet al, 2000). Unter der Vermutung eines ATR-ahnlichen
Phanotyps sollte die Centrosomenanzahl in RAD5S(=@eten Zellen analysiert werden.
Dafur wurde die RAD5O0-defiziente lymphoblastoide llldee (HA239) auf ihre
Centrosomenanzahl im Vergleich zu Wildtypzellen gbke/kontrolle, HA325) und ATR-
defizienten Zellen (ATR-Seckel, PositivkontrolleAblL7) untersucht. Die Zellen wurden
fixiert, immuncytochemisch mit einem anti phosph8-HSerl0) Antikdrper als
Mitosemarker und einem antiTubulin Antikérper als Centrosomenmarker markiert
die Centrosomenanzahl analysiert (Abb. 16 A, B)dém ATR-defizienten (ATR-Seckel)
Zellen konnte ein signifikant erhohter Anteil (2481,33 %) an mitotischen Zellen mit
erhohter Centrosomenanzahl (>2) im Vergleich zu déldtypzellen (11,3 + 2,3 %)
nachgewiesen werden (p= 0,008) (Abb. 16 A). EinefAiton 22,0 £ 1,5 % der mitotischen
Zellen der RAD50-defizienten Zelllinie wiesen eigegenuber der Wildtypkontrolle
signifikant erhéhte Anzahl an Centrosomen auf (P2,
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Abbildung 16: Die Anzahl der Centrosomen ist erhohtin RAD50-defizienten Zellen.(A, B) RAD50-
defiziente Zellen (HA239), ATR-defiziente Zellen AH17) und Wildtypzellen (HA325) wurden fixiert und
immuncytochemisch mit einem aritiTubulin und einem anti phospho-H3 (Serl0) (9706itil&rper
markiert. @A) Die Analyse der Centrosomenanzahl in mitotisciefien erfolgte in drei unabhéangigen
Experimenten (N=3). WT=Wildtyp. Der Mittelwert (xt&hdardfehler) des prozentualen Zellenanteils ist
angegeben. Die statistische Auswertung erfolgte eimem unpaired t-test. *p < 0.05, **p < 0.01.B)
Repréasentative Darstellung der immuncytochemischénbung von Centrosomen (wei3e Pfeile) in
mitotischen Wildtypzellen (HA325). Das Bild ist dlfberlagerung dargestellt. Die DNA wurde mit DAPI
(blau) gefarbt, die Centrosomen wurden mit eineth)amubulin Antikbrper (griin) markiert.

Es war kein signifikanter Unterschied zwischen ATlRd RAD5S0-defizienten Zellen zu
erkennen. Demnach hatte eine Defizienz im ATR-Sweg wie auch eine RAD50-

Defizienz einen Einfluss auf die Centrosomenanizahiitotischen Zellen.

4.2 Lokalisation von RAD50 auf Chromatin-Briicken

Wie im vorausgegangenen Abschnitt beschrieben, tkomme vermehrte Anzahl an
Centrosomen in mitotischen Zellen der RAD50-defi@ Zelllinie nachgewiesen werden
(4.1.3). In verschiedenen Studien konnte gezeigtl&re dass eine Centrosomenaberration
zu einer chromosomalen Instabilitat fihrt (Meradtlal, 2002, Aldertoret al.,2004), was
eine Bildung von Chromatin-Briicken zur Folge hakann. Chromatin-Bricken entstehen
wéahrend der Mitose durch inkorrekte SegregationSidrwesterchromatiden (Hoffeldetr
al., 2004). Um den Einfluss des RAD50 Proteins aub@tosomensegregationsdefekte zu
untersuchen, sollten RAD50-defiziente Zellen immuachemisch auf die Anzahl von
Chromatin-Briicken in einer Zellpopulation untersuckerden. Es wurden humane
RAD50-defiziente SV40-transformierte Fibroblaster239 SV40), Wildtyp-SV40-
transformierte Fibroblasten (ADP SV40) und murinéH8IT3 Zellen verwendet. Die
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Menge des RAD50 Proteins in den RAD50-defizientatled wurde vergleichend mit
Wildtypzellen mittels SDS-PAGE und Immunoblot-Vdrfan densitometrisch evaluiert.
Dabei bestatigte sich, dass der residuale RAD5@&Rtevel in RAD50-defizienten Zellen
bei unter 10 % im Vergleich zu der Kontrolle lagR SV40) (Abb. 17, A). Fur die
immuncytochemische Analyse wurden die Zellen aufcKg#sern in 6well-Platten
kultiviert und mit 6 Gy oder 12 Gy bestrahlt. Diedtrahlung diente zur Induktion von
Chromatin-Brucken, die durch eine fehlerhafte Raefuarvon DNA-Doppelstrangbrichen
entstehen kénnen (Acilaet al, 2007). Nach einer 24-stiindigen Inkubation wudik
DNA mittels DAPI und RAD50 Protein immuncytochentisenit einem anti RAD50
Antikorper in den Zellen markiert (Abb. 17). Hierdeonnte 24 h nach Bestrahlung ein
signifikanter Anstieg in der Anzahl von ChromatingBken nach 6 Gy Bestrahlung (7,6 *
0,4 %) (p= 0,0005) und nach 12 Gy Bestrahlung 8,0,5 %) (p=0,0006) in den
Wildtypzellen nachgewiesen werden. In RAD50-defirg® Zellen war ein erhdhter
Grundgehalt von Chromatin-Briicken zu verzeichneii 31,1 %), der im Vergleich zu
den Wildtypzellen (1,7 = 0,4 %), nach Bestrahlumghhanstieg (Abb17, B). Durch die
Bestrahlung und die daraus resultierenden DNA-Samégird in den Zellen sofort ein
Zellzyklusarrest eingeleitet. Um einen maoglichenliZ&lusarrest und die damit
ausbleibende Fahigkeit zur Ausbildung von Zelleh @Gfiromatin-Briicken in den RAD50-
defizienten Zellen zu untersuchen, wurden die Zelluf ihren mitotischen Index
analysiert (Abb. 17 C).

Die Zellen wurden nach Bestrahlung (6 Gy und 12 @&y 24 h kultiviert und
immuncytochemisch mit dem spezifischen Mitosemagkeati phospho-H3 (S10) gefarbt
(Abb. 17, C). Simultan zu den Wildtypzellen zeigtieh, dass die RAD50-defizienten
Zellen keine signifikant reduzierte Teilungsrate t2dach 6 Gy Bestrahlung aufwiesen.
Der mitotische Index in den RAD50-defizienten Zellag nach 6 Gy bei 2,6 + 0,6 % und
nach 12 Gy Bestrahlung bei 2 + 0,4 %. In den Wpdsflen war zu diesem Zeitpunkt ein
vergleichbarer Level von 2,2 = 0,2 % nach 6 Gy dn#l 0,2 % nach 12 Gy zu messen
(Abb. 17, C), wobei sich der mitotische Index n&sstrahlung in den Wildtypzellen und
den RAD50-defizienten Zellen nicht signifikant usighied (6 Gy: p=0,6376; 12 Gy:
p=0,0829).
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Abbildung 17. RAD50-Lokalisation auf Chromatin-Bricken. (A) Immunoblot zur Bestimmung der
Proteinmenge von RAD50 nach SDS-PAGE mittels emets RAD50 Antikdrpers (ab 89) in humanen
Wildtypzellen (ADP SV40) und humanen RAD50-defiziem (F239 SV40) FibroblasterB,(F) Analyse der
DAPI- bzw. RAD50-positiven Chromatin-Briicken. HureaWildtypzellen (ADP SV40) und RADS50-
defiziente Fibroblasten (F239 SV40) wurden mit 6lzy. 12 Gy bestrahlt, 24 h inkubiert und anschdief
immuncytochemisch mit einem anti RAD50 Antikorp8r{1781) markiert. Die DNA wurde mittels DAPI-
Farbung markiert. Die Analyse einer Gesamtzellpatah (n=500) erfolgt nachB) dem proportionalen
Anteil der Zellen mit einer DAPI-positiven ChromaBriicke und nachH) dem proportionalen Anteil der
Zellen mit Chromatin-Briicke, auf der RAD50 lokatigivorliegt (RAD50-Briicke). UNT= unbehandelt. Die
statistische Auswertung mittels einespairedt-test erfolgte an drei unabhangigen Versuchen3jNBie
Fehlerbalken geben den Standardfehler an. **p 9%).0**p < 0.001. C) Mitotischer Index 24 h nach
Bestrahlung in Wildtyp-und RAD50-defizienten Fiblasten. Die Zellen wurden mit 6 Gy und 12 Gy
bestrahlt und nach 24 h immuncytochemisch mit eingraspho-H3 (S10) (9701) Antikdrper markiert.
UNT= unbehandelt. Die statistische Auswertung egtfohittels einesinpairedt-test an drei unabhéangigen
Versuchen (N=3). Die Fehlerbalken geben den Stalfeldler an. D, E) Darstellung der verschiedenen
RAD50-Lokalisationen auf Chromatin-Bricken (weil3éeile, II) in NIH3T3 Zellen, die 24 h nach
Bestrahlung (12 Gy) mit einem anti RAD50 Antikorgéir-1781) markiert wurden. Die DNA wurde mittels
DAPI markiert. D) Zentrale Lokalisation von RAD50 auf einer Chromdariicke (weil3e Pfeile, 1) unds)
punktférmige Lokalisation von RAD50 (weil3e Pfeilg,auf der gesamten Briicke in NIH3T3 Zellen. Rt
die VergroRerung des gelb umrahmten Areals aus.IMessbalken= 20 pmG( H) Murine Fibroblasten-
(NIH3T3) zellen wurden mit 12 Gy (+) bestrahlt ufisdk 24 h inkubiert. Die Zellen wurden vor der
immuncytochemischen Markierung mit einem anti RADB@tikérper (07-1781) einer@) DNasel-
(10U/10min) (+) oder eineH) RNAseH-Behandlung (50U/20min) (+) unterzogen. DA wurde mittels
DAPI markiert. UNT= unbehandelt. Die statistischeisivertung erfolgte mittels einampaired t-test
(G:N=3; H:N=1) (Mittelwerte = Standardfehler). *pG<05., **p < 0.01.
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Es konnte ein Einfluss der RAD50-Defizienz auf &#dung von Chromatin-Bricken
nachgewiesen werden (Abb. 17, B). Um die Rolle \RAD50 weitergehend zu
spezifizieren, wurden NIH3T3 Zellen immuncytochechismittels eines anti RAD50
Antikorpers auf die RAD50-Lokalisation untersuchérden. Die Zellen wurden vor der
immuncytochemischen Markierung mit 12 Gy bestrainid 24 h inkubiert. Dabei zeigte
sich, dass RADS50 eine spezielle Lokalisation auf @Gdromatin-Bricken aufwies (Abb.
17, D, E). Es konnten zwei Verteilungsmuster in ldekalisation von RAD50 beobachtet
werden, zum einen eine punktférmige Lokalisatioe, gich Uber die gesamte Lange der
Chromatin-Briicke erstreckte (Abb.17, E), zum anderne mehr fokal-zentrierte,
signalintensivere Verteilung (Abb.17, D). Eine Aysd der Anzahl der Zellen (Wildtyp
und RAD50-defizient) mit einer Chromatin-Briicke nRtAD50-Lokalisation (RAD50-
Brucke) zeigte einen signifikanten Anstieg von 1,8,8 % Grundgehalt auf 6,1 £ 0,4 %
(p=0,006) nach 6 Gy Bestrahlung und 6,7 £ 0,5 %0(p66) nach 12 Gy Bestrahlung in
den Wildtypzellen, jedoch einen gleichbleibendervdlein RAD50-defizienten Zellen
(Abb.17, F). Des Weiteren wiesen 86 % aller ChraomBticken eine RAD50-
Lokalisation auf den Bruicken auf.

Um nachzuweisen, ob RAD50 an DNA gebunden auf derorGatin-Bricken vorliegt,
wurden murine Fibroblasten (NIH3T3) verwendet, dé&e dmmuncytochemische
Darstellung der Chromatin-Briicken in diesen Zellesuell besser zu detektieren war und
zusatzlich ein Vergleich zu den humanen FibrobtatP SV40) gezogen werden sollte.
NIH3T3 Zellen wurden bestrahlt (12Gy), 24 h Kkuki und vor der
immuncytochemischen Markierung mit einem anti RADAfAtikorper einer DNasel-
Behandlung (10U/10 min) unterzogen. Es zeigte, slaks der Anteil an RAD50-Briicken
(Chromatin-Bricke mit RAD50-Lokalisation) nach DNaBehandlung signifikant von
115+1,6 % auf 5,4 + 1,1 % (p=0,04) abnahm (Abh.G). Eine Behandlung mit RNAse
(50U/30 min) wies keine Abnahme im Anteil der RABRBflicken auf (Abb. 17, H).
Darliber hinaus konnte eine RADS50-Lokalisation adfrdnatin-Bricken in humanen
sowie in murinen Zellen nachgewiesen werden, wdkeiAnteil nach 12 Gy Bestrahlung
in den murinen Zellen héher war (11,5 = 1,6 %)ialden humanen Zellen (8,2 = 0,5 %)
(Abb. F, G).
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4.3 Einfluss eines RAD5WK&nock-downs auf den Anteil an Zellen mit Chromatin-
Bricken

Um die funktionelle Bedeutung des RAD50 Protein$ die Bildung von Chromatin-
Briicken weitergehend zu untersuchen, wurden NIHZ€&Ben verwendet. Die Zellen
wurden mit einer RAD50 siRNA in einerv@ell-Platte transfiziert (3.4) und die Reduktion
des Proteinlevels 72 h nach der Transfektion mittSDS-PAGE und Immunoblot
densitometrisch Uberpruft (Abb. 18, A}-Actin diente als Auftragskontrolle und wurde
zur Normalisierung der Daten verwendet.

Der Proteinlevel des RAD50 Proteins lag nach erétdper Transfektion bei 1%. Um
die Relevanz von RADS50 fir die Ausbildung von Chatim-Briicken zu analysieren,
wurden die transfizierten Zellen 72 h nach Transbekmit 12 Gy bestrahlt und nach 24 h
Inkubation immuncytochemisch mit einem anti RADS6tIkGrper markiert und analysiert
(Abb. 18, B). Als Kontrolle dienten Zellen, die numit dem Transfektionsreagenz
behandelt wurden (Mock). Nach Bestrahlung (12 Gyrite ein Anteil von 6,6 £ 1,3 %
an Zellen mit einer Chromatin-Briicke gemessen werdger bei reduziertem RAD50
Proteinlevel zu einer signifikanten Abnahme (p=0&4f 2,1 + 0,8 % flhrte.

Um die Relevanz der ATM-Kinaseaktivitat in der Bk&abildung zu analysieren, wurden
die Zellen 1 h vor Bestrahlung (12 Gy) mit einemMTnhibitor (ATMi, KU-55933) (10
pnm) behandelt und 24 h spater ausgezahlt. Die Aftibltion fihrte zu einer Reduktion
von 51 % von Zellen mit einer Chromatin-Bricke (Mdh9 * 2,01 % auf 5,9 + 1,87 %)
im Vergleich mit der Kontrollgruppe (nicht-inhibterZellen) (Abb. 18, C).
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Abbildung 18: siRNA-vermittelte Reduktion des RAD50 Proteinspiegels und Inhibierung der ATM-
Kinaseaktivitat fiihren zu einer Reduktion von Chromatin-Briicken und RAD50-Brticken. (A) NIH3T3
Zellen wurden in éwell-Platten kultviert und mittels einer murinen RADSRNA transfiziert (+). 72 h nach
der Transfektion wurden die Zellen auf ihren RADBfbteinlevel mittels SDS-PAGE und Immunoblot
analysiert. Als Kontrolle dienten nicht-transfizeerZellen (-).p-Actin diente als Ladekontrolle und wurde
zur Normalisierung verwendetB)Y RAD50 siRNA-transfizierte NIH3T3 Zellen wurden #2 nach der
Transfektion mit 12 Gy bestrahlt. Nach 24 h Inkidratwurde die Gesamtzellpopulation auf den Anteil a
Chromatin-Bricken untersucht. Als Kontrolle dientait 12 Gy bestrahlte, nur mit Transfektionsreagenz
behandelte (Mock) oder unbestrahlte (UNT) NIH3T3lete Pro Experiment (N=3) wurden n=500 Zellen
einer Zellpopulation ausgezéhlt. Die statistischeiswertung erfolgte mittels eineanpaired t-test
(Mittelwerte + Standardfehler. *p < 0.05)C) Die Analyse der Relevanz der ATM-Kinaseaktivitétrde
mittels ATM-Inhibition in NIH3T3 Zellen untersuchbie Zellen wurden 1 h vor der Bestrahlung (12 Gy)
mit einem ATM-Inhibitor (KU-55933) (10 um) versetahd 24 h nach Bestrahlung analysiert. Die Zellen
wurden immuncytochemisch mit DAPI und einem anti O®Q Antikérper (07-1781) gefarbt.
UNT=unbehandelt. Mock=Mit Transfektionsreagenz lmeledte Zellen. Die statistische Auswertung erfolgt
mittels einesunpairedt-test an vier unabhangigen Versuchen (N=4) m80@=Zellen pro Experiment. Die
Fehlerbalken geben den Standardfehler an. *p < 8*95< 0.01, ***p < 0.001.

Der Anteil an RAD50-Brucken zeigte nach ATM-Inhibit eine vergleichbare Reduktion
von 11,6 + 1,21 % auf 4,4 + 1,42 % (p=0,08) (AbB, C). Dies zeigte, dass eine ATM-

Inhibierung zu einer Abnahme von Chromatin- und RABBricken fuhrt.

4.4  Lokalisation von Proteinen des ATM-Signalwegeasuf Chromatin-Briicken

Um zu untersuchen, ob weitere Proteine des ATM-@igeges eine Funktion in der
Bildung von Chromatin-Briicken einnehmen, wurde imowiochemisch deren
Lokalisation in humanen (ADP SV40) und murinen (RTF3) Wildtypzellen untersucht.
Die Zellen wurden in @vell-Platten kultiviert, mit 12 Gy bestrahlt und 24 rikubiert.

Nach Fixierung wurden die Zellen immuncytochemisaofit den entsprechenden
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Antikdrpern markiert und die Lokalisation der Piog in Zellen, die durch eine

Chromatin-Brticke verbunden sind, analysiert (Ald). 1

Die Komplexpartner von RAD50, MRE11 und NBN, wieseine nukledre sowie eine

cytoplasmatische ubiquitare Verteilung auf. Dieopyasmatische Verteilung von MRE11
und NBN erstreckte sich bis auf den Bereich deermsllularen Briicke der zwei

Tochterzellen, zeigte jedoch keine zentrale Lok#ilg auf der Chromatin-Briicke selbst
(Abb. 19, A).

Weitere Proteine des ATM-Signalweges, SMC1, BLM WidC1, wiesen ebenfalls eine

nukleare und cytoplasmatische diffuse Lokalisatiah Eine Lokalisation auf den Bricken
war jedoch, genau wie bei MRE11 und NBN, nicht kigéebar (Abb. 19, B, C).
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Abbildung 19: Lokalisation verschiedener Proteine ds ATM-Signalweges in Zellen mit einer
Chromatin-Brtuicke. (A-C) Murine (NIH3T3) und humane (ADP SV40) Wildtypzsil wurden mit 12 Gy
bestrahlt, fur 24 h kultiviert, fixiert und immuniogchemisch mit spezifischen Antikérpern gegen
verschiedene Proteine des ATM-Signalweges und dd’Nddomplexes markiert. Reprasentative
Darstellung der Lokalisation vorA] MRE11 und NBN, B) SMC1 und MDC1 und®) BLM. Die DNA
wurde mittels DAPI markiert. Die Graudarstellung @API-Farbung dient zur besseren Visualisierung de
Chromatin-Bricke. Messbalken= 20 pm. N=3.

NIH3T3
12Gy 24h
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In einer vorangehenden Studie konnte belegt werdassyH2AX auf DNA-Bricken
lokalisiert vorliegt und DNA-Doppelstrangbriche régentiert (Huangt al, 2008). Fur
eine Analyse wurden NIH3T3 Zellen wie oben berb#schrieben simultan bestrahlt und
immuncytochemisch mit einem antyH2AX Antikrper und einem anti 53BP1
Antikdrpern markiert. Die Untersuchung mit den DejstrangbruchmarkerpH2AX und
53BP1 zeigte eine verstarkte Lokalisation diesetdtne an den Enden der Briicken nahe
des Zellkerns (Abb. 20, A). Im Nukleus selbst k@mpunktformige Strukturen (Foci)
beobachtet werden. Bei einer Doppelfarbung mitraiaati RAD50 Antikdrper und einem
anti yH2AX Antikérper in simultan behandelten humanen diipzellen (ADP SV40)
konnte jeweils eine punktformige Struktur von RADB&bb. 20, B, gelber Pfeil) und
YH2AX (Abb. 20, B, weilRer Pfeil) auf der ChromatimeiBke detektiert werden, wobei die
Proteine aber keine Colokalisation aufwiesen.
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Abbildung 20: Lokalisation von yH2AX und 53BP1 auf Chromatin-Bricken. (A) NIH3T3 Zellen
wurden bestrahlt (12 Gy) und 24 h spater immundwatsch mit Antikbrpern gegeyH2AX und anti
53BP1 markiert. Die DNA wurde mittels DAPI gefariitie Graudarstellung der DAPI-Farbung dient zur
deutlicheren Visualisierung der Chromatin-Brickeedgbalken= 20 uM. N=3BJ Immuncytochemische
Doppelfarbung von RAD50 (AB3754) ungH2AX (05-636) auf einer Chromatin-Briicke in humanen
Wildtypzellen (ADP SV40). RAD5O0 liegt als punktfoige Struktur auf der Bricke vor (gelber Pfeil),
colokalisiert aber nicht mifH2AX (weiRer Pfeil). Die Bilder sind exemplarisctardestellt. Die rechten
Bilder stellen eine Vergréf3erung der linken Bildar. N=3; Messbalken= 20 pum.

Zusammenfassend gelang es nicht, fir die untersadPtoteine des ATM-Signalweges
und etablierten Marker von DNA-Doppelstrangbricle#me Colokalisation mit RAD50
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auf den Chromatin-Bricken nachzuweisen, auch fictgeine beiden Bindungspartner im
MRN-Komplex.

4.5 RADSO interagiert mit cytokinetischen Proteinen

4.5.1 RADS5O0 colokalisiert mit alpha-Tubulin und Aurora B wéahrend der
abnormalen Cytokinese

Verschiedene Arbeiten weisen auf mdgliche Intecaldn von Proteinen des ATM-
Signalweges mit Proteinen der Cytokinese hin (Daree al, 2004, Schweitzeet al,
2005, Vinciguerreaet al, 2010). Bislang ist das Gebiet der Chromatin-Reinbildung und
deren Auflésung jedoch noch weitgehend unerforscBta eine erfolgreiche
Chromosomensegregation das Cytoskelett und mikatid€inasen bendtigt, wurde die
intrazellulare Verteilung eines cytoskeletalen @mks cytokinetischen Proteins in Zellen
mit einer RAD50-Briicke untersucht werden. Hierflurden humane (ADP SV40) und
murine (NIH3T3) Wildtypzellen zur Induktion von Gimatin-Bricken mit 12 Gy
bestrahlt und 24 h spater immuncytochemisch untatsu

Eine Co-Markierung mit dem cytoskeletalen Protépha-Tubulin und RAD50 zeigte eine
Colokalisation beider Proteine auf der DNA-Brick&bly. 21). Alpha-Tubulin war
aufgrund des cytokinetischen Progresses mit zemntrhbkalisation im Bereich der
Teilungsebene zu detektieren. Dabei konnte eineazime der RAD50-Lokalisation am
Midbody von der frihen (Abb. 21, A, |, offener Pfeil) bisrzspéaten Abtrennungsphase
(Abb. 21, A, ll, offener Pfeil) und arlidbody Rest beobachtet werden (Abb. 21, A, I,
offener Pfeil). Die DNA in der Teilungsebene vedent eine Vollendung der Abtrennung
der cytoplasmatischen Komponenten der zwei Tocbllerz und bewirkt eine
Ruckbildung der Teilungsebene. Ddidbody bleibt dabei als Rest an der interzellularen
Brucke vorhandenMidbodyRest).

In Interphase-Zellen zeigte sich eine punktartigeik®ur von RADS50, die sich tber die
gesamte DNA-Briicke erstreckte (Abb. 21, A, 1V, offe Pfeil). Eine Untersuchung mit
RAD50 und Aurora B, einem essentiellen Protein deytokinese, zeigte eine
Colokalisation beider Proteine wahrend der Abtremgsphase und arMidbody Rest
(Abb. 21, B, Il & lll, offene Pfeile). In der Intphase war eine punktformige Lokalisation
von RAD50 auf der Chromatin-Briicke zu detektiejedpch keine Aurora B-Lokalisation
(Abb. 21, B, IV, offener Pfeil).
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Abbildung 21: Colokalisation von RAD50 mit cytoskeétalen und cytokinetischen Proteinen in
verschiedenen Phasen der (abnormalen) CytokinesdIH3T3 und ADP SV40 Wildtypzellen wurden mit
12 Gy bestrahlt, 24 h inkubiert und mittels spezifier Antikérper gegen anti RAD50 (07-1781), ahgha-
Tubulin und anti Aurora B markiertAj Eine Colokalisation von alpha-Tubulin (griin) uRAD50 (rot)
konnte wahrend der (l) frihen und (II) spaten Abitmengsphase sowie am (lINlidbody Rest in der
abnormalen Cytokinese von NIH3T3 Zellen nachgewieserden. In (1V) Interphase-Zellen liegt RAD50
allein auf den DNA-Brucken vor.Bj (I) Normale cytokinetische Zellen (ADP SV40) oh@&romatin-
Briicke. Colokalisation von RAD50 (07-1781) (grimduAurora B (rot) wahrend der (Il) Abtrennung und
am (Ill) MidbodyRest in Zellen mit einer Chromatin-Briicke. In (IMterphase-Zellen ist nur eine RAD50-
Lokalisation auf der Briicke detektierbar. Die Rfefleigen die Bereiche der VergroRerung an. Die DNA
wurde mittels DAPI markiert. Die Bilder sind als €tagerungen dargestellt. Messbalken= 20 pm. N=3

Eine immuncytochemische Analyse von normalen cyietischen Zellen ohne DNA-
Briucke zeigte eine Verteilung von Aurora B in deeilingsebene ohne RADS50-
Lokalisation (Abb. 21, B, I, offener Pfeil).

4.5.2 Aurora B und RADS50 interagierenin situ

Aufgrund der beobachteten Colokalisation von AurBraind RAD50 sollte auch eine
potentielle direkte Interaktion beider Proteimesitu untersucht werden. Hierfir wurden
humane Wildtypzellen (ADP SV40) ingell-Platten kultiviert, unbehandelt oder mit 6 Gy
bestrahlt, und fir 24 h kultiviert. Die Analyse @gt mit einer Markierung mit
Antikdrpern gegen Aurora B und RAD50 und mittels Beoximity Ligation Assay€3.6)
(Abb. 22). Als Positivkontrolle flr eine Proteingméktion diente die Markierung mit
einem MRE11 Antikorper und einem RAD50 AntikorparWildtypzellen. Die Farbung
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mit dem MRE11 Antikorper und dem RAD50 Antikbper RAD50-defizienten (F239
SV40) Zellen diente als Negativkontrolle.

Dabei konnte gezeigt werden, dass die Aurora B/RADNarkierung in unbehandelten
sowie auch in bestrahlten Zellen mehrere punktfgen8trukturen aufwiesen (Abb. 22, A,
c, d, weilRe Pfeile). Vergleichbare punktférmige uturen waren auch in der
Positivkontrolle der MRE11/RAD50-Markierung nachzisen (Abb. 22, A, a, b, weil3e
Pfeile).
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Abbildung 22: Interaktion von RAD50 mit Aurora B in situ. (A) Humane Wildtypzellen (ADP SV40)
wurden bestrahlt (6 Gy) und 24 h spater mittelegHroximity Ligation Assaynit anti RAD50, anti Aurora

B und anti MRE11 Antikérpern markiert. Als Positortrolle diente die Interaktion zwischen MRE11 und
RAD50 in (a) unbehandelten Zellen oder in (b) tzddten Interphase-Zellen. Als Negativkontrolle déedie
Untersuchung der (e) MRE11/RAD50 und (f) Aurora BIFS0 Interaktion in unbehandelten Interphase-
Zellen der RAD50-defizienten Zelllinie (F239 SV4D)ie Interaktion zwischen Aurora B und RAD50 in (c)
unbehandelten und (d) bestrahlten Zellen sind afkiidrmige Strukturen sichtbar (weile Pfeile). B=1
N=2 (B) Die Interaktion auf einer Chromatin-Bricke zwieohAurora B und RADS50 ist als zentrale
punktférmige Struktur sichtbar (weil3er Pfeil). n#6:2. Das rechte Bild stellt eine VergroRerung litdsen
Bildes dar. Die DNA wurde mittels DAPI gefarbt. Mésilken= 20 um

RADS50-Defizient
NT

U

Ein solches PLA-Signal fur RAD50/MRE11 und RAD50fAta B konnte in RAD50-

defizienten Zellen nicht nachgewiesen werden (Ath. A, e, f). Bei der Analyse von
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Aurora B/RAD50 auf Chromatin-Bricken konnte in ahmen Fallen (n=5) eine
punktférmige Struktur im Zentrum der Chromatin-Btéadetektiert werden (Abb. 22, B,
weil3er Pfeil). Zusammenfassend ergab Beximity Ligation AssayHinweise auf eine
bisher unbekannte direkte Interaktion von RAD50 éadora B auf Chromatin-Briicken.
Aufgrund der geringen Anzahl der Zellen, die dieeukturen ausbildeten, und des
insgesamt schwécheren Signals findet diese Interaktdglicherweise nur temporar statt.

4.6  Allgemeine Rolle von RAD50 in der Mitose und @okinese
4.6.1 RADS50-Lokalisation wéahrend der Mitose

Die bisher beschriebenen immuncytochemischen Umthktgigen zur Funktion von
RAD50 wahrend der Cytokinese lieferten den Anséiiz \ieitere Untersuchungen zur
Rolle von RAD50 wahrend der Mitose. Von besonderbiteresse war dabei die
Lokalisation des RAD50 Proteins in verschiedenemseh der Mitose. Erst kirzlich
konnte gezeigt werden, dass der MRN-Komplex einsewtiche Rolle in der Mitose
spielt (Rozieret al, 2013). Fur die Analyse wurden humane Wildtypzel{ADP SV40)
sowie RAD50-defiziente Zellen (F239 SV40) und mardiH3T3 Zellen in 6aell-Platten
kultiviert und die Verteilung von RAD50 mittels imuncytochemischer Farbung
untersucht. Zur Identifizierung der mitotischenlgelwurde der mitosespezifische Marker
phospho-H3 (S10) genutzt. Humane Wildtypzellen ®KD50-defiziente Zellen wiesen
eine perinukledre punktuelle Lokalisation von RADBOder Prophase auf, wobei die
Signalintensitat in den RAD50-defizienten Zellerigaund des geringen Proteinlevels von
RAD5S0, im Vergleich zu den Wildtypzellen, deutlidchwacher war (Abb. 23, A, B).
Diese Lokalisation war teilweise als Colokalisatioit phospho-H3 (S10) zu beobachten
(Abb. 23, A, B, weil3e Pfeile). In der Metaphase I{AB3, A, b; B, e€) und Anaphase (Abb.
23, A, ¢c; B, f) konnte das perinukleare Verteilumgster von RADS50 in den Wildtyp- und
den RAD50-defizienten Zellen nicht detektiert werdeélier zeigte RAD50 eine diffuse
cytoplasmatische Lokalisation. In bestrahlten Zell&onnte ein Unterschied im
Verteilungsmuster beobachtet werden (Abb. 23, @)humanen Wildtypzellen (ADP
SV40), die 24 h vor der Analyse bestrahlt (12 Gyjl mit anti RAD50 und anti phospho-
H3 (S10) Antikdrpern markiert worden waren, zeigteh eine vermehrte perinukleare
Verteilung von RAD50 auch wahrend der Anaphase (ABB, C, a). Die RAD50-
Lokalisation war als Saum um die kondensierten @lmspmen sichtbar. In der Telophase
von bestrahlten (12 Gy) murinen NIH3T3 Zellen wi®D50 eine punktférmige Struktur
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auf, die mit den kondensierten Chromosomen und dgtoskeletalen Protein alpha-
Tubulin colokalisiert vorlag (Abb. 23, C, b).

>

Wildtyp B RADS50-Defizient

Metaphase  Anaphase naihase
.-
ADP SV40 12Gy 24 h NIH3T3 12Gy 24 h

RADS0 pH3 DAPI a-Tubulin RADS0 DAPI RADS0 DAPI

Prophase

Prophase Metaphase

DAPI

pH3
pH3
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v

Uberlagerung RAD50
Ubelagerung RAD50

Abbildung 23: Die Verteilung von RAD50 in verschiegnen Phasen der normalen und abnormalen
Mitose. (A, B) Normale Mitose: RAD50 (griin, 07-1781) ist periteée in der Prophase in Wildtypzellea) (
(ADP SV40) und in ) RAD50-defizienten Zellen als punktférmige Struktum die kondensierten
Chromosomen (pH3, rot, 9701) lokalisiert (weil3eilBfeWahrend der Metaphasie, €) und Anaphasec(f)

ist die Lokalisation von RAD50 diffus cytoplasmatis N=3. C) Abnormale Mitose: 24 h nach Bestrahlung
(12 Gy) liegt RAD50 in Wildtypzellen (ADP SV40) aksine saumartige, perinukledre Verteilura) (
wahrend der Anaphase vor. Die Pfeile zeigen dereiBlerder VergréRerung (rot umrandetes Bild) an.
Messbalken= 20 um. by Murine Wildtypzellen (NIH3T3), die mit alpha-Tuldm und RAD50
immuncytochemisch nach Bestrahlung (12 Gy, 24 hikieg worden sind, zeigen eine fokale Verteilung
von RAD50 wahrend der Telophase und eine Colokadisavon RAD50 und alpha-Tubulin bei der
Ausbildung der Teilungsebene (weil3e Pfeile).lf abnormal cytokinetischen Zellen liegt RAD5@adisiert
auf einer Chromatin-Briicke vor (weiBe Pfeile). M&A wurde mittels DAPI markiert. Die Bilder sind
exemplarisch und als Uberlagerungen dargestellsshi@ken= 5 um.
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In cytokinetischen Zellen war eine RAD50-Verteilungd Colokalisation mit der DNA

auf der Chromatin-Briicke zu beobachten (Abb. 23,c¥;, die auch schon in den
vorangegangen Untersuchungen dieser Arbeit gezeggtien konnte. Mit Hilfe einer

immuncytochemischen Markierung mit einem anti phospl3 (S10) Antikérper und

einem anti RAD50 Antikoper sollte die VerteilungrdBroteine in der abnormalen
Cytokinese von bestrahlten (12 Gy) WildtypzellerD@A SV40) weitergehend untersucht
werden.

Es konnte eine Colokalisation von pH3 und RAD5@atlen mit einer Chromatin-Briicke

nachgewiesen werden (Abb. 24, a), die auch noctMatbody Rest zu beobachten war
(Abb. 24, b).
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Abbildung 24: Colokalisation von phospho-H3 (S10) md RAD50 in der abnormalen Cytokinese.
Wildtypzellen (ADP SV40) wurden bestrahlt (12 Gy)du24 h spater immuncytochemisch mit phospho-H3
S10 (rot, 9701) und RAD50 (grun, 071781) marki@te Colokalisation von RAD50 und pH3 ist in
abnormalen cytokinetischen Zellen auf ChromatingRein @, weiRe Pfeile) sowie auch aktidbody Rest
detektierbarlg, weil3e Pfeile). Die DNA wurde mit DAPI gefarbt &ol). Messbalken=5 pm.

Es konnte gezeigt werden, dass RAD50 in der Pra@ptiasnormalen Mitose ein diskretes
Verteilungsmuster aufweist, welches sich nach Beking auch in spateren Phasen der

Mitose und in der abnormalen Cytokinese nachweBsst.
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4.6.2 RADS5S0 interagiert mit phospho-H3 (S10)n situ

Die Phosphorylierung von H3 an Serin 10 wird begiBa der Mitose durch Aurora B-
Kinase vermittelt (Crosi@t al, 2002). Die spezifische Phosphorylierung von H3S4.0
wird wahrend der G2-Phase initiiert und erreicht Baximum in der Metaphase des
Zellzyklus, bevor es wieder zu einer Signalabnal@erend der Anaphase und Telophase
kommt (Van Hooseet al, 1998).

Die beschriebene Interaktion von RAD50 und AuroranBsitu (Abb. 22) sowie die
perinukledre Lokalisation von RAD50 an den kondemsn Chromosomen (Abb. 23) und
die Colokalisation in der abnormalen Cytokinese l{AB4) deuten auf eine direkte oder
indirekte Proteininteraktion von RAD50 und phospii®-S10 hin. Des Weiteren war
bekannt, dass RAD50 nach Bestrahlung chromatingbunorliegt (Gateet al, 2011).
Um eine mogliche Interaktion von phospho-H3 (S163 (RAD50 zu prufen, wurden
humane Wildtypzellen (ADP SV40) mittels desoximity Ligation Assayand einem anti
RAD50 Antikorper und einem anti pH3 (S10) Antikorp@.6) untersucht. Es konnten
mehrere positive PLA-Signale von RADS50/pH3 in Iptease-Zellen nachgewiesen
werden (Abb. 25). Zellen mit einer Chromatin-Brickeigten zuséatzlich ein zentrales

positives PLA-Signal auf der Briicke.

Chromatin-Brucke
DAPI Uberlagerung Uberlagerung

RADS50
+
pH3

Abbildung 25: phospho-H3 und RAD50 interagierenin situ in Interphase-Zellen und auf Chromatin-
Bricken. (a) Humane Wildtypzellen (ADP SV40) wurden mit spexihen Antikdrpern gegen RAD50 (07-
1781) und pH3 (S10) (9701) markiert und die Irteoa der Proteine mittels déxoximity Ligation Assays
nachgewiesen. Mehrere positive PLA-Signale (a, @@ifeile, griin) sind in Interphase-Zellen zu de¢e&h.
(b) Positives PLA-Signal (griin) auf einer Chromatiriiéke (weiRer Pfeil). Das Bild ist als Uberlagerung
dargestellt. Die DNA wurde mittels DAPI markierteldsbalken= 20um. N=2

VergroRerung

—

Diese Ergebnisse belegen erstmals eine direkte indkrbg von einem Protein der
Cytokinese (Abb. 22) und einem Protein der MitoSkel( 25) mit einem Protein (RAD50)
des ATM-Signalweges.
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4.6.3 Ein RAD50knock-down fihrt zu einer Verlangerung der Zellteilungszeit

Um weiterfihrend die Funktion und den Einfluss vBAD50 in der Mitose und
Cytokinese zu untersuchen, sollte mittels Zeitrafiéhahmen die Konsequenz eines
RAD50 knock-downs analysiert werden. Murine NIH3T3 Zellen wurden nder
entsprechenden esiRNA in v&ell-Platten transfiziert und fur 72 h kultiviert (3.4)
Anschliel3end wurden die Zellen in ein Phasenkomtriasoskop mit Inkubatorkammer
mit 37°C und 5 % C@Gehalt Uberflhrt und die Zeitrafferaufnahme géstgB.7.3). Es
erfolgte alle 8 min eine Phasenkontrastaufnahmeeifiie gesamte Dauer von 48 h. Als
Vergleich wurden unbehandelte oder bestrahlte NBHZEllen (12 Gy) einer Analyse
mittels Zeitrafferaufnahmen unterzogen, wobei dignahme der Zellen direkt nach der
Bestrahlung gestartet wurde. Die zeitliche Abfolder Zellteilung wurde direkt nach
Beginn der Pro-/Metaphase bis zur kompletten Tegilder zwei Tochterzellen ausgewertet
(Abb. 26, A).

Unbehandelte Zellen zeigten eine mediane Zelltgdagrit von 104 min (Mittelwert: 99,3
+ 5,85 min) (Abb. 26, B). In den bestrahlten Zellkonnte eine verlangerte mediane
Zellteilungszeit von 174 min (Mittelwert: 299,8 #1836 min) ermittelt werden. Die
Analyse der Zeitrafferaufnahmen zeigte eine Verndgg der Zellteilung, die sich mehr
auf den zeitlichen Abschnitt der Teilung und Abtreng der Tochterzellen auswirkte
(Cytokinese) als auf den Vorgang der Mitose. Es warbeobachten, dass 66 % der
mitotischen Zellen Gber mehrere Stunden hinwedgvadbody Uber eine cytoplasmatische
Brucke verbunden blieben und 22 % der Zellen ditokigese nicht abschlie3en konnten
(Endwert der Messung: 48 h) (Abb. 26, A). Dieselefelwurden entweder apoptotisch
oder zeigten einen binukledren Phanotyp.

Simultan zu diesen Ergebnissen ergab ein RAD&Mmck-down eine wesentliche
Verzogerung der Zellteilungszeit mit einem Mediaanv380 min (Mittelwert: 525,3 +
80,54 min), wobei 74 % der Zellen eine verlangérmlung aufwiesen und 9 % die
Cytokinese nicht beenden konnten (Endwert der MessA8 h).
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Abbildung 26: Verlangerung der Zellteilungszeit in NIH3T3 Zellen durch Bestrahlung oder RAD50
knock-down. NIH3T3 Zellen wurden mit einer RAD50 gerichteteRNIA transfiziert und fiir 72 h kultiviert.
Die Zellen wurden mittels eines Phasenkontrastrskops mit Inkubatorkammer fur 48 h einer
Zeitrafferaufnahme unterzogen. Die zeitliche Bilffiéggsung lag bei 8 min. Die Aufnahmen wurden mitesim
20x Objektiv durchgefiihrt. Simultan erfolgten diefAahmen der unbehandelten und bestrahlten Zel2n (
Gy). (A) Zeitrafferaufnahme einer verlangerten Zellteiluimgbestrahlten NIH3T3 Zellen. Die Analyse
beginnt mit Ausbildung der Pro-/Metaphase (a). Balen durchlaufen die Anaphase/Telophase (b, and)
bleiben in der Cytokinese Uber detidbodyverbunden (d-g, weil3er Pfeil), bis es zur Abtramqndiommt (h,
weilRer Pfeil). Vollstindige Trennung der zwei Taechellen nach der Cytokinese (i). Messbalken= 25 pm
(B) Die statistische Auswertung ergab eine mediankellangszeit bei unbehandelten (UNT) NIH3T3
Zellen von 104 min (n=22), 174 min nach Bestrahlarig12 Gy (n=32) und 380 min nach RAD&Aock-
down (n=23). C) Die statistische Auswertung der Mittelwerte egfel mittels einesunpaired t-test (+
Standardfehler). *p < 0.05., ***p < 0.001. UNT=uriaadelt

Eine statistische Auswertung der Mittelwerte m#tedinesunpaired t-test wies eine
signifikante Verlangerung der Zellteilungszeit aeit 12 Gy bestrahlten NIH3T3 Zellen
(p=0,0009) und der RAD5Knock-dowrNIH3T3 Zellen (p= <0,0001) im Vergleich zu den
unbehandelten NIH3T3 Zellen auf (Abb. 26, C).
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4.7  Zellzyklusprogression von Zellen mit einer RADB-Brlicke

Eine verlangerte oder nicht beendete Cytokinesa kiamch DNA in der Teilungsebene
hervorgerufen werden. NIH3T3 Zellen, die durch dr#eD50-Briicke (Chromatin-Briicke
mit RADS50-Lokalisation) verbunden sind, sollten aulfire Fahigkeit in ihrer
Zellzyklusprogression untersucht werden. Die Zd&dlagprogression sollte anhand der
mitotischen Zellen sowie der S-Phase-Zellen anatiysverden. Fur die Analyse der S-
Phase-Zellen wurden NIH3T3 Zellen 24 h nach Bektrahmit 12 Gy in EAU-(25 uM)
haltigem Medium fir 20 min kultiviert (3.5.3). EdWird in aktiv replizierenden Zellen
wéahrend der S-Phase in die DNA inkorporiert. Diellede wurden fixiert und
immuncytochemisch mit einem anti RAD50 Antikdrpeankiert. Des Weiteren wurden
NIH3T3 Zellen (24 h nach Bestrahlung mit 12 Gy) sitan mit dem mitosespezifischen
Marker phospho-H3 (S10) immuncytochemisch gefarbt.

A RAD50 EdU DAPI Uberlagerung
B i E=Interphase
- e @ M-Phase
[ S-Phase
- R Nicht S-Phase

0 1'0 2l0 3.0 4'0 5'0 6'0 7'0 8.0 9l0 1(')0
Proportionaler Anteil der Zellen
mit einer Briicke {%)

Abbildung 27: Progression von Zellen mit RAD50-Briiken durch die S- und M-Phase des Zellzyklus.
(A) Exemplarische Darstellung fir RAD50-Briuickenzelldig sich in der S-Phase befinden. NIH3T3 Zellen
wurden mit 12 Gy bestrahlt und 24 h spater immumayemisch mit EAU (25 uM) und einem anti RAD50
Antikérper (07-1781) markiert. Die DNA wurde mit [PAgefarbt. Messbalken= 20 puni)(Auswertung der
sich in der M-Phase, S-Phase und Interphase befiletheZellen mit einer RAD50-Briicke. NIH3T3 Zellen
wurden mit 12 Gy bestrahlt, fir 24 h inkubiert umittels eines S-Phase Markers (EdU) und mit anti
phospho-H3 (S10) (9701) und anti RAD50 Antikérpé®7-1781) immuncytochemisch markiert. Fur die
Analyse wurden n=48 Paare von Zellen mit einer RA&{B%iicke (gesamt 96 Einzelzellen) ausgewertet.
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Ein Anteil von 44 % aller Zellen mit einer RAD50gtven Chromatin-Briicke befanden
sich in der S-Phase (Abb. 27, A, B). Es konnteieseh Fallen beobachtet werden, dass
entweder eine oder beide der Tochterzellen siclenr5-Phase befanden (Abb. 27, A).

Die restlichen durch eine RAD50-Briicke verbundeBehen (56 %) befanden sich nicht
in der S-Phase. Die Analyse der mitotischen Zefleigte, dass 3 % der Zellen mit einer
RAD50-Bricke sich in der M-Phase befanden, wobeP®nicht mitotisch waren (Abb.
27, B). Dies bedeutet, dass der Grol3teil der ZetlenRADS50 auf der Chromatin-Brticke

aufweisen, sich in der Interphase befinden undtmgtotisch sind.

4.8  Cyto-/nucleoplasmische und chromatingebundeneevteilung von RAD50
nach Bestrahlung in der Mitose

RAD5O0 ist ein nukleares Protein, welches nach deteihbiosynthese auch in geringen
Mengen im Cytoplasma vorliegt (Seno und Dynlaciip4). In einer friheren Studie
konnte bereits gezeigt werden, dass RAD50 naclrd&ddshg chromatingebunden vorliegt
(Gatei et al, 2011). Bislang sind noch keine Studien dazu bekaob die nukleédre
Verteilung des RAD50 Proteins sich in der mitoteschProgression verandert. Es ist
weiterhin nicht bekannt, ob die Bindung von RADS5Q &hromatin in der Mitose,
abhangig von der Bestrahlungsdosis, verstarkt wekaen. Deswegen sollte der RAD50
Proteinlevel zu Beginn der Mitose und am Ende diotrachen Phase vergleichend auf
seine cyto-/nucleoplasmische und chromatingebunifenieilung untersucht werden. Fir
die Analyse musste zuerst eine Arretierung deredelu Beginn der Mitose und der
Zeitpunkt, der einem Ende der mitotischen Phasepenht, optimiert werden. Die
Arretierung der Zellen zu Beginn der Mitose solltech eine Behandlung mit Nocodazol
erfolgen (3.3). NIH3T3 Zellen wurden drei Tage BefC kultiviert und dann fur 20 h mit
500 nM Nocodazol bei 37°C kultiviert. Das Mediumrake entfernt, die Zellen gewaschen
und durch Zusatz von frischem Medium aus dem rsitbeén Arrest entlassen. Nach
verschiedenen Zeitpunkten wurden die Zellen aufgmeat und die Zellpopulationen
mittels Durchflusszytometrie (3.9) auf ihren Antdér G2/M-Population analysiert. Da
Nocodazol in DMSO gel6st vorliegt, wurden paratlazu Zellen mit DMSO versetzt und
als Kontrolle verwendet. Als zusétzlicher Verglewghrden unbehandelte NIH3T3 Zellen,
die entweder 4 Tage bei 37°C oder 3 Tage bei 30fC20 h bei 37°C kultiviert worden
sind, mitgeflhrt. Nach Entlassen aus dem ArresgifBeder Mitose) (t=0 h) konnte ein
G2/M-Anteil von 78 % gemessen werden (Abb. 28,08r G2/M-Anteil der Zellen stieg
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30 min nach dem Entlassen aus dem Arrest auf 98 @Alzb. 28, e) und sank nach 60 min
auf 88 % (Abb. 28, f). Nach 1,5 h Stunden konntee eiveitere Abnahme der G2/M-
Population verzeichnet werden (67 %) (Abb. 28dg,sich nach 2.5 h auf 58 % (Abb. 28,
i), nach 3.5 h auf 54 % (Abb. 28, j) und nach 4&uh53 % (Abb. 28, k) weiter reduzierte.
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Abbildung 28: Durchflusscytometrische Analyse mit codazol behandelter NIH3T3 Zellen NIH3T3
Zellen wurden bei 30°C/37°C kultiviert, mit 500 mNbcodazol behandelt und 20 h spater aus dem Arrest
entlassen. Die Zellen wurden in 70% Ethanol fixiend die DNA mit Propidiumiodid markiert. G2/M
Zellpopulationsanalyse von wie folgt kultivierterelen: @) unbehandelte Zellen, 4 Tage 37°®) (
unbehandelte Zellen, 3 Tage 30°C / 20 h bei 37€C37°C 3 Tage/ DMSO behandelt 20 h /37°@k{:
30°C 3Tage/ 20 h 500 nM Nocodazol 37°C. Zeitpun{de1=0 h, €) t=0,5 h, {), t=1 h, @) t=1,5 h, b) t=2

h, () t=2,5 h, [) t=3,5 h, k) t=4,5 h. d=Tage, NOC=Nocodazol, h=Stunde. N=21(h=Zellen pro
Messansatz.

Die durchflusscytometrische Analyse zeigte, dassGaol3teil (78 %) der Zellpopulation
nach direkter Freisetzung aus dem Arrest (t=0dt) &1 der G2/M-Phase befand, wobei 30
min nach Beendigung des Arrestes sich fast dienges&ellpopulation (93 %) in der
G2/M-Phase befand. Die Reduzierung des Zellpomraginteils nach einer Stunde (t=1 h)
impliziert, dass die Zellen zu diesem Zeitpunkt @éose beenden. Dies wird weiter

verdeutlicht durch die zeitabhangige ReduzierungG&/M-Zellpopulation. In Abschnitt
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4.6.3 konnte bereits gezeigt werden, dass NIH3TiEZeine mediane Zellteilungszeit
von 104 min aufwiesen (Abb. 26). Dies konnte mit digrchflusscytometrischen zeitlichen
Analyse der G2/M-Population bestatigt werden, diee éAbnahme der G2/M-Population
ab t=1 h aufzeigte.

Zur Bestimmung der RAD50 Proteinmengen in der égtesleoplasmischen (FCN) und
der chromatingebundenenen (CB) Fraktion wahrendMigrzse wurden NIH3T3 Zellen
mit Nocodazol inkubiert (3.3), mit verschiedenensBo bestrahlt (1 Gy, 6 Gy, 12 Gy)
(3.2) und nach der Bestrahlung aus dem Arrest ssdta Die Aufarbeitung erfolgte
unmittelbar (=0 h) oder nach 1 h (t=1 h). Die Ligsaurden extrahiert (3.8.1.2) und die
CB Fraktion sowie die FCN Fraktion mittels SDS-PAGEd Immunoblot-Verfahren
aufgetrennt (Abb. 29, A). Die Bandenintensitatenrdem quantifiziert und gegen den
Proteinspiegel von H3 und alpha-Tubulin normalisfébb. 29, B, C). Die Werte wurden
als relative Einheit ermittelt (RE).

Der Proteinlevel von RAD50 in der CB Fraktion (Al#8, C) zeigte beim Zeitpunkt=0 h
der nicht-bestrahlten Zellen einen basalen Level¥d0 + 0,19 RE, der nach einer Stunde
(t;=1 h) auf 0,90 + 0,15 RE sank. Nach BestrahlungZéden mit 1 Gy war eine Zunahme
der RAD50 Immunreaktivitat von 0,620,05 RE (=0 h) im Vergleich zu,t1 h (0,93 +
0,04 RE) zu beobachten. Im Vergleich dazu war dertWon =0 h (0, 62 + 0,05 RE)
nach 1 Gy Bestrahlung niedriger als in den unbelé&a Proben (&0 h; 1,1 £ 0,19 RE).
Nach 6 Gy Bestrahlung war keine Veranderung deoroatingebundenen Fraktion von
RAD50 in den ZeitpunktenstO0 h (0,64 = 0,13 RE) ung=tl1 h (0,62 + 0,16 RE) im
Vergleich zu 1 Gy Bestrahlung zu detektieren. DiestBahlung mit 12 Gy zeigte eine
Tendenz zur Erhéhung der chromatingebundenenen RBAB&ktion. Der Proteinlevel
zeigte bei Zeitpunkt+0 h einen erhohten Anteil von 1,38 + 0,14 RE imigleich zu den
unbestrahlten Zellen (1,10 £ 0,19 REQ h). Eine Stunde nach 12 Gy Bestrahlung sank
die Bandenintensitat auf 0,81 £ 0,18 RE (1 h) ab.

Im Vergleich dazu konnte in der cyto-/nucleoplasthen Fraktion (Abb. 29, B) keine
wesentliche Veranderung des RAD50 Proteinlevelsawan den Zeitpunktep=0h (0,85

+ 0,09 RE) undi&1h (0,88 + 0,17 RE) in unbestrahlten Zellen bebbetcwerden. Nach
Bestrahlung mit 1 Gy oder 6 Gy¥$0 h, 0,80 + 0,14 RE»%1 h, 0,89 + 0,04 RE310 h,
0,93 + 0,16 RE;s+1 h, 1 £ 0,05 RE) konnte eine tendenzielle Erhghdes RAD50
Immunreaktivitat in der FCN Fraktion festgestellenden. Nach Bestrahlung mit 12 Gy
war bei =0 h (2,10 £ 1,01 RE) eine nicht signifikante Erbig im Vergleich zust1 h
(1,0 £ 0,04 RE) zu beobachten.
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Abbildung 29: Chromatingebundener und cyto-/nucleofasmischer Proteinanteil von RAD50 in der
Mitose. (A, B, C) NIH3T3 Zellen wurden bei 30°C/37°C 3 Tage kukitji mit 500 mM Nocodazol
behandelt und 20 h spater aus dem Arrest entlaBserZellen wurden bestrahlt (1 Gy, 6 Gy, 12 Gggu
die chromatingebundene Fraktion der Proteine difeld h) oder nach t=1 h extrahier)(Mittels SDS-
PAGE und Immunoblot-Analyse und anschlielender Inmeaktion mit einem anti RAD50 Antikérper (07-
1781) wurde der RAD50 Proteinlevel bestimmt. Alsfttagskontrolle und zur Normaliserung wurden H3
und alpha-Tubulin verwendet. Proteinauftragsmendi ug. B8, C) Analyse der B) Cyto-
/nucleoplasmischen Fraktion und deC)( chromatingebundenen Fraktion des RAD50 Proteins.
UNT=unbehandelt; = CB=chromatingebundene  Fraktion. N#&to-/nucleoplasmische  Fraktion.
Noc=Nocodazol, +=mit Nocodazol behandelte Zellerrurbehandelte Zellen. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler. N=3

Die Analyse gab Anlass zur Vermutung, dass der-byicleoplasmische Anteil von
RAD50 zu dem Zeitpunkt,;#0 h nach 12 Gy Bestrahlung groBer war als in den
unbestrahlten oder den mit 1 Gy und 6 Gy bestnaldtdlen und
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dass RAD50 zu Beginn der Mitose=® h) zu einem hoheren Anteil an Chromatin
gebunden ist als beim Durchlaufen bzw. BeendeMatesse (=1 h). Nach Bestrahlung

mit 12 Gy erschien der chromatingebundene Anterl ®RAD50 zu Beginn der Mitose
(t,=0 h) zusatzlich erhoht.

4.9  Untersuchung von RAD50 in der Mitose und der atoormalen Cytokinese in
epithelialen Brustkrebszelllinien

49.1 RAD50O-Lokalisation wahrend der Mitose in deBrustkrebszelllinien
HCC1395 und HCC1937

In den vorangegangenen Abschnitten dieser Arbeinte gezeigt werden, dass RAD50
eine Rolle in der abnormalen Cytokinese (Abb. 2dhienmt und wahrend der Mitose ein
bestimmtes Verteilungsmuster aufweist (Abb. 23gdbezlglich sollte gepruft werden, ob
RAD50 auch eine Relevanz in der abnormalen Cytslenend Mitose von Krebszellen
zuzuschreiben ist. Krebszellen haben durch Vexdsr Mutation bestimmter Gene die
Eigenschaft der ungehinderten Zellteilung erworbelie auch mit einer erhdhten
Chromosomenbrichigkeit und somit einer genetischestabilitdt einhergeht. Die
Untersuchungen wurden mit zwei epithelialen Bruetkzelllinien (HCC1937, HCC1395)
durchgeflnhrt.

Fur die Analyse der mitotischen Lokalisation von B8 wurden die Zellen
immuncytochemisch mit einem anti RAD50 und einert pinospho-H3 (S10) Antikdrper
markiert. Als Kontrollzellen dienten epitheliale BBtgewebszellen (MCF10A). In der
Brustkrebszelllinie HCC1937 war ein punktuelles tégungsmuster von RADS0 in
mitotischen Zellen zu beobachten (Abb. 30, A, @b8& war diese Verteilung von RAD50
cytoplasmisch und perinuklear zu detektieren. Imigiéech dazu war eine rein diffuse
Verteilung von RAD50 in HCC1395 (Abb. 30, A, b) umdder Kontrolle zu beobachten
(Abb. 30, A, a). Eine weiterfihrende Analyse demrzeinen mitotischen Phasen in der
Linie HCC1937 erfolgte mittels einer immuncytochsafien Farbung mit einem anti
RAD50 Antikdrper und einem anti alpha-Tubulin Aritiker (Abb. 30, B). Dabei war zu
beobachten, dass die punktierte Lokalisation volDB®&in der Prophase (Abb. 30, B, a),
der Metaphase (Abb. 30, B, b), der Anaphase (Aloh.B3 c) sowie in cytokinetischen
Zellen (Abb. 30, B, d) zu detektieren war.
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Abbildung 30: Lokalisation von RAD50 in Brustkrebsepithelzellen. (A) Epitheliale Brustkrebszellen
(HCC1395, HCC1937) und Wildtypzellen (MCF10A) wundenmuncytochemisch mit phospho-H3 (S10)
(9706) (rot) und RAD50 (07-1781A( griin,B: rot) Antikdrpern markiert und die Lokalisationrv&®RAD50

in mitotischen Zellen bestimmtaY MCF10A, ) HCC1395, €) punktuelle Lokalisation von RAD50 in der
Mitose in HCC1937 (weilRe Pfeile) (gelb umrandetdd=B/ergréRerung des Areals der wei3en Pfeile). Die
Bilder sind exemplarisch als Uberlagerungen daefiés(B) Immuncytochemische Farbung von HCC1937
Zellen mit RAD50 (rot) (07-1781) und alpha-Tubulfgriin) Antikérpern in verschiedenen Phasen der
Mitose. @) Prophase i) Metaphase,d) Anaphase,d) Cytokinese (gelb umrandetes Bild=Vergrof3erung des
Areals des weil3en Pfeiles). Die weiRen Pfeile zeidie punktuelle Lokalisation von RAD50. Die DNA
wurde mit DAPI (blau) markiert. Messbalken= 20 pm

Die RAD50-Lokalisation war in der Prophase, der §fpiase und in der Anaphase nahe
des Bereiches der kondensierten Chromosomen naeisgiw In der Cytokinese
colokalisierte RAD50 mit alpha-Tubulin im BereickesMidbody. Es war auffallig, dass
RAD50 im Vergleich zu der Kontrolle (MCF10A) undrdenie HCC1395 (Abb. 23) eine
durchgéngige Lokalisation in der Mitose von HCC1Z&Men aufwies.
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4.9.2 Analyse von RAD50-Brucken in epithelialen Brstkrebszelllinien

Es konnte bereits eine spezielle Lokalisation v&/DRO in normalen Fibroblasten (4.6.1,
Abb. 23) und in der epithelialen BrustkrebszelditiCC1937 (Abb. 30, A, B) gezeigt
werden. Im Vergleich dazu war keine spezielle Viknigy des RAD50 Proteins in der
Brustkrebszelllinie HCC1395 oder in den Wildtypeell(MCF10A) nachzuweisen (Abb.

30, A). Diesbeziglich wurde weitergehend die abrabenCytokinese, insbesondere die
RAD50-Lokalisation auf Chromatin-Briicken, analysieDie Zellen wurden mit 6 Gy

bestrahlt, nachfolgend 30 min, 24 h und 48 h in&bimmuncytochemisch mit einem
anti RAD50 Antikdrper markiert und die Anzahl dehr@matin-Bricken mit einer

RAD50-Lokalisation (RAD50-Briicken) ausgewertet (ABk, A, B).

Dabei zeigte sich ein vergleichbarer basaler LeW#NT, unbehandelt) an RAD50-

Bricken von 1,0 + 0,3 % in der HCC1395 und von 4,6,7 % in der HCC1937 im

Vergleich zu den Wildtypzellen (1,0 £ 0,5 %) (Al#4,, B).
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Abbildung 31: RADS50-Briicken in epithelialen Brustkrebszellen. Epitheliale Brustkrebszellen
(HCC1395, HCC1937) und Wildtypzellen (MCF10A) wundebestrahlt (6 Gy) und 24 h spater
immuncytochemisch mit alpha-Tubulin (griin) und RAD®ot) Antikdrpern markiert.X) Lokalisation von
RAD50 auf Chromatin-Briicken in MCF10A (Wildtyp-),G€1937 und HCC1395 Zellen in cytokinetischen
Zellen mit einer Chromatin-Briicke (weiRe PfeilejeBilder sind als Uberlagerung dargestellt. Derrke
wurde mit DAPI geférbt (blau)B) Analyse der RAD50-Briicken in HCC1395, HCC1937 M@F10A, 0,5

h, 24 h und 48 h nach Bestrahlung mit 6 Gy. Daddiessind die Mittelwerte * Standardfehler.
UNT=unbehandelt. Messbalken= 20 pm. N=4. *p<0.05.
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30 min nach Bestrahlung konnte ein erhéhter Amail RAD50-Briicken von 2,6 +0,5 %
in den HCC1395 Zellen und 2,2 £ 0,7 % in den HC(1#8llen gegenuber der Kontrolle
(1,0 £ 0,4 %) detektiert werden. 24 h nach der iBdting stieg der Anteil der RAD50-
Brucken in HCC1395 (3,5 = 0,4 %), HCC1937 (3 £ %2 und der Kontrolle MCF10A
(3,7 = 0,9 %) weiter an.

Nach 48 h war eine leichte Reduktion auf 3,1 + @62in der Wildtypzelllinie zu
detektieren. Im Gegensatz war der Anteil der Zeleih einer RAD50-Briicke in der
HCC1395 (5,7 + 0,8 %) (p=0,02) und der HCC1937 317 %) (p=0,02) signifikant im
Vergleich zur Kontrolle erhéht. In der HCC1395 k80 min, 24 h und 48 h nach
Bestrahlung ein insgesamt hoherer Anteil an RADS0eBen festgestellt werden als in der
Kontrolle und in der HCC1937.

4.10 Funktionelle Charakterisierung der epitheliale Brustkrebszelllinie HCC1395
4.10.1 Reduzierte NBN Proteinmenge in der ZelllinielCC1395

In den vorangegangenen Experimenten dieser Arb@itleveine Zunahme von RAD50-
Briicken in den Brustkrebszelllinien HCC1937 und HGE5 (Abb. 31, B) beschrieben,
ein Zeichen fur genomische Instabilitat. HCC193Tlefeweisen eine Homozygotie fir
eine Mutation im GeBRCA1(c5282insC) auf und sind dariber hinaus mutiertGen
p53 HCC1395 ist eine epitheliale Brutkrebszelllinidie ebenfalls homozygot flr
Mutationen inBRCAZLlund p53 ist. Allerdings wiesen die beiden Linien Untersxe in
der mitoseabhangigen RAD50-Lokalisation auf (AbB, 2). HCC1395 wie auch die
Kontrollzellen (MCF10A) zeigten eine eher diffus@B50-Verteilung. Um weiterfiihrend
zu analysieren, warum die Brustkrebszelllinie HCZ3.3m Vergleich zu der HCC1937
eine diffuse RAD50-Verteilung in der Mitose aufweissollte eine funktionelle
Charakterisierung von HCC1395 durchgefihrt werden.

Hierfir sollte zuerst die Funktionalitat der HCC538n durch den MRN-Komplex
stimulierten ATM-Signalweg geprift werden. Die Zellwurden mit 6 Gy bestrahlt, nach
30 min die Lysate aufgearbeitet und der Proteinladée MRN-Komplex Proteine (NBN,
MRE11 und RAD50) mittels SDS-PAGE und Immunoblotadyse densitometrisch
evaluiert. Dabei wurden die Werte gegkActin als Standard normalisiert und als relative
Einheit ermittelt (RE). Zum Vergleich wurden digtbpliale Brustkrebszelllinie HCC1937
sowie normale Brustepithelzellen (MCF10A) mitgetiihr
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Der NBN Proteinlevel der unbehandelten HCC1395efekrschien signifikant reduziert
(38 %) (p=0,004) im Vergleich zu den unbehandeitentrollzellen MCF10A (HCC1395:
0,38 + 0,04 RE; MCF10A: 1,0 £ 0,005 RE) (Abb. 32,B). Auch nach 6 Gy Bestrahlung
zeigte der NBN Proteinlevel in HCC1395 eine sidwifite Reduktion (p=0,004) (0,45 +
0,04 RE) im Vergleich zu den bestrahlten Kontrdleze (1,1 + 0,02 RE). Es war kein
signifikanter Unterschied in NBN zwischen den urdratelten HCC1395 Zellen und nach
6 Gy Bestrahlung zu erkennen.

Die unbehandelten HCC1937 Zellen wiesen eine geriagsgepragte Abnahme (p=0,02)
von NBN (0,7 £ 0,04 RE) auf 70 % im Vergleich zuorirolle auf (1,0 + 0,005 REMit 6
Gy bestrahlte HCC1937 Zellen zeigten keinen Unteest im NBN Proteinanteil im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen.

Unabhangig vom NBN Proteinspiegel konnte eine Phaggierung von NBN nach
Bestrahlung (6 Gy) in der Kontrollzelllinie (MCF1QAsowie auch in HCC1395 und
HCC1937 durch eine elektrophoretische Mobilitatzgdgerung ihobility shif)
nachgewiesen werden (Abb. 32, A, siehe unbestuakltestrahlt).

A B
MCF10A HCC1395 HCC1937
+ - + - + 6G
o 1.5+
250 kDa — i E’%‘ @ MCF10A
150 kDA — oo RADS0 532 CHCC 1395
853 10, CHCC1937
100 kDa — --@- NBN L2
[+]
75 kDa wm ' & E 75:
- — @D D MRE11 g b <|t 0.5+
50 kDa — = ﬁ -} I%l
a . © =
_” 2 . c
37 kDa ..._.;._...._“ B-Actin E 0.0 . . : :
- + - + - + 6 Gy

Abbildung 32: Immunoblot-Analyse der MRN-Komplex Proteine in epithelialen Brustkrebszelllinien.

(A) HCC1937, HCC1395 und Wildtypzellen (MCF10A) wurdeit 6 Gy bestrahlt, die Lysate 30 min spater
extrahiert und mittels SDS-PAGE und Immunoblot-\aéren aufgetrenntA( Der Proteinlevel von MRE11,
NBN und RAD50 (ab 89) wurde mittels spezifischertikdrper detektiert. Als Auftragskontrolle dienfe
Actin. (B) Analyse der densitometrischen Auswertung der Baimdensitaten von (A). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels einampaired t-test (N=2). roter Kreis=NBN Proteinlevel in HCC1395 in
unbestrahlten Proben und mit einem Mobilitdtsveeztigg nach Bestrahlung mit 6 Gy. - = unbehandelt,
+ = bestrahlt

Es war eine Verschiebung der NBN Proteinbande mdtrahlung im Vergleich zu den
unbestrahlten Proben in den Zelllinien zu beobacht®ies zeigte, dass eine

Phosphorylierung von NBN durch die aktivierte ATMAse nach Bestrahlung stattfand.
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4.10.2 Sequenzanalyse va¥BN in HCC1395

Um den molekularen Hintergrund des reduzierten NBMoteinlevels in der
Brustkrebszelllinie (HCC1395) im Vergleich zur Kosite zu bestimmen, wurde eine
Sequenzanalyse vaddBN in genomischer DNA von HCC13%%ellen durchgefuhrt. Die
Daten der Sequenzierung wurden in der ArbeitsgrygpeHerrn Dr. Thilo Dork-Bousset
(Frauenklinik im Forschungszentrum, Medizinischechkrhule Hannover) durch Fr. Dr.
Natalia Bogdanova erhoben und zur Verdeutlichung daten dieser Arbeit
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

In der genetischen Analyse va¥iBN in der Zelllinie HCC1395 konnte dimissense
Mutation p.R215W (c.645C>T) in homozygoter Ausprdgunachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu zeigte eine Sequenzanalyse der diatagtoiden Zellen der gleichen
Brustkrebspatientin (HCC1395 BL) Heterozygotie tlie p.R215W Mutation ilMNBN
(Abb. 33) (Schroder-Heuricht al, 2013, unter Begutachtung).

MCF10A f.
U | I | ll llullll‘_ﬂl l llj:L Illl n_._&#"L"u

HCC1395BL , p

140

‘ 3j | 'l ‘ h
x&\ LUIAN YL

Abbildung 33: Sequenzanalyse vorNBN in HCC1395. Die genomische DNA aus der epithelialen
Brustkrebszelllinie HCC1395 wurde mittels ProtemdsVerdau und Phenol-Chloroform extrahiert. Die
codierende Region volNBN wurde mittels Polymerase-Chain-Reactio(PCR) mit folgenden Primern
amplifiziert: 5-CCTTTTGAGTGTCAGATAGTC-3"; 5 -TGAAATACGTTAACAACTACT-3".Die PCR-
Produkte wurden in einem 3100 Avant Kapilar Seqiggez sequenziert und mit der Sequencing Analysis
5.1.1 Software analysiert. Die schwarzen Pfeilenkeichnen den Bereich des Basenaustauschs in MCF10A
und HCC1395.

Das Ergebnis legte nahe, dass es in der HCC139%engleich zu den lymphoblastoiden
Zellen (HCC1395 BL) zu einem Verlust der Heterozigdkam. Dies ware das erste
identifizierte Modellsystem mit der p.R215W Mutation homozygoten Status.
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4.10.3 Untersuchung der ATM-Schadensantwort in HCC395

Die zellulare Schadensantwort wird durch den MRNviptex und ATM vermittelt. Um
die Auswirkung des reduzierten Proteinlevels uraFRdinktionalitat des NBN Proteins mit
der p.R215W Mutation in HCC1395 zu Uberprifen, teokine Analyse der ATM-
vermittelten Schadensantwort durchgefuihrt werdee. Z2llulare Schadensantwort wird
durch den MRN-Komplex und ATM vermittelt. Dabei kel die ATM-Kinaseaktivitat
nach verschiedenen Bestrahlungsdosen (0,5, 1, 2,G4) in HCC1395 Zellen Uberprift
werden. Die Zellen wurden bestrahlt und die Lysaieh 30 min extrahiert. Nach SDS-
PAGE und Immunoblot wurden die Proteinlevel der ABbstrate phospho-S966 SMC1,
phospho-S824 KAP1 und phospho-S19 Chk2 mittels k&npermarkierung auf einer
Membran densitometrisch bestimmt.Der Phosphorytigsatatus von SMC1, KAP1 und
Chk2 war bereits in unbehandelten HCC1395 Zellaohieerhoht, wies jedoch nach
Bestrahlung die gleiche Intensitat wie die Kontzellen auf (Abb. 34).

MCF10A HCC1395
0O 051 2 4 6 0 051 2 4 6 Gy

160 kDa | e - s B . B S)\IC1 pSero66
37 KDa e ——— - —— B-Actin

117 kDa — - - | D1 pSers24
37 KD ——————————————— _/\ N

62 kDa L S S S ChK2 pSer19

37 kDa e e——————— > -2 CTiN

Abbildung 34: Immunoblot-Analyse der ATM-Schadensatwort in HCC1395. (A) HCC1395 und
Wildtypzellen (MCF10A) wurden mit 0,5, 1, 2, 4 uBdsy bestrahlt, die Lysate 30 min spater extrahied
mittels SDS-PAGE und Immunoblot-Verfahren aufgetten(A) Die Level von phospho-S966 SMC1,
phospho-S824 KAP1 und phospho-S19 Chkl wurden Imitspezifischer Antikorper detektiert. Als
Auftragskontrolle dient@-Actin.

Eine dosisabhéngige Verstarkung des Phosphorylisgrades von SMC1 S966, KAP1
S824 und Chk2 S19 war somit in der Linie HCC139B&iajlermal3en wie in den
Kontrollzellen (MCF10A) zu beobachten.
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4.10.4 Strahleninduzierte Foci Analyse vogHA2X, 53BP1 und MDC1 in HCC1395
und HCC1937

4.10.4.1 Induktion vosHA2X, 53BP1 und MDC1 Foci in HCC1395

Fur die Analyse der Radiosensitivitat wurden dieudBkrebszelllinien HCC1395 und
HCC1937 auf Proteine der zellularen DNA-Schadersadprsignalkaskade untersucht.
Als Kontrolle dienten normale Brustepithelzellen @M1L0A). Die Zellen wurden mit
1,5 Gy und 6 Gy bestrahlt, nach 30 min, 24 h, 4&iert und immuncytochemisch mit
spezifischen Antikdrpern gegeir2AX, 53BP1 und MDC1 markiert. Die Anzahl der Foci
wurde quantitativ ausgewertet (Abb. 35).

In der HCC1937 war 30 min nach der BestrahlunglyiitGy ein signifikanter Anstieg der
yH2AX Foci (45,0 = 7,3) im Vergleich zu den unbebkttan HCC1937 Zellen (3,0 + 0,4)
(p=0,001) zu detektieren. Auch 24 h (7,0 = 2,2) 4Bd (5,0 + 1,8) nach Bestrahlung war
die Anzahl deryHA2X Foci in den HCC1937 Zellen noch erhdht im Merch zur
Kontrolle (24 h: 1,0 + 0,2; 48 h: 0,7 £ 0,2). Diem&lyse von 53BP1 und MDC1 Foci in
HCC1937 zeigte, dass es nach Bestrahlung mit 1,5uGsinem Anstieg an Foci nach 30
min kommt. Es konnten im Mittel 39,0 + 8,7 53BPIciFond 46,0 + 7,0 MDC1 Foci pro
Zelle detektiert werden. 24 h nach Bestrahlung skrkAnteil der 53BP1 Foci auf 18,0 +
4,7 und die Anzahl der MDC1 Foci auf 27,0 * 1,5.Z€igte sich jedoch nach 48 h (11,0 £
3.1 53BP1 Foci; 22,0 £ 4,6 MDC1 Foci) noch ein éted Anteil im Vergleich zur
Kontrolle (6,0 + 3,7 53BP1 Foci, 0,4 + 0,1 MDC1 Hod/lit 6 Gy Bestrahlung konnte eine
dosisabhangige Verstarkung der Foci Bildung in HEE71Zellen beobachtet werden. Die
Zellen wiesen 30 min nach Bestrahlung eine mittiéaél von 45,0 + 7,3H2AX Foci,
70,0 £ 17,5 53BP1 Foci und 46,0 + 7,0 MDC1 Foci petle auf. Nach 24 h und 48 h war
die mittlere Anzahl deyH2AX Foci im Vergleich zu der MCF10A signifikant gignken
(24 h: 16,0 + 3.2; p= 0,001; 48 h: 10,6 = 2,5; ©40, Auch fir 53BP1 und MDC1 Foci
konnte eine signifikante Reduzierung (53BP1 Fogd28 6,1; p=0,04; MDC1 Foci 22,0 £
4,6, p=0,004) der Foci Anzahl nach 48 h gemessedeme In HCC1395 konnte dagegen
30 min (4,0 £1,2),24 h (2,0 = 0,6) und 48 D(%,0,06) nach Bestrahlung mit 1,5 Gy
kein Anstieg deyH2AX Foci detektiert werden. 30 min nach Bestrafluvar die Anzahl
deryH2AX im Vergleich zu der Kontrolle (29,4 + 4.3psifikant geringer (p=0.001). Die
MDC1 FociAnalyse in HCC1395 zeigte gleichfalls lenAnstieg der mittleren Zahl der
Foci 30 min (4,0 £1,4), 24 h (2,0 £ 0,5) und 48LI0 £ 0,2) nach Bestrahlung mit 1,5 Gy.
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Abbildung 35: Immuncytochemische Analyse deyH2AX, 53BP1 und MDC1 Foci nach Bestrahlung in
HCC1395, HCC1937 und MCF10A.Die Zellen (HCC1395, HCC1937, MCF10A) wurden mib Gy
(obere Reihe) und 6 Gy (untere Reihe) bestrahlt nach 0,5 h, 24 h und 48 h immuncytochemisch mit
Antikérpern gegeryH2AX (links) (05-636), 53BP1 (Mitte) und MDC1 (resh markiert. Die statistische
Auswertung erfolgte mittels einesinpaired t-test an vier unabhédngigen Experimenten (N=4).
UNT=unbehandelt. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Bei der Analyse der 53BP1 Foci konnte ein signifitea Anstieg (p=0,005) von 19,0 £ 1,2
Foci 30 min nach Bestrahlung im Vergleich zur Kohi& (30,0 + 2,1) (MCF10A)
beobachtet werden.

Eine Bestrahlung mit 6 Gy zeigte eine signifikgnt@,001) niedrigere Anzahl vaii2AX
(4,0 £ 1,2), 53BP1 (18,0 = 3,6, p=0.0001) und MD@J0 £ 3,7) Foci nach 30 min im
Vergleich zu der Kontrollzelllinie MCF10A. Auch a4 h und 48 h konnte kein Anstieg
der Foci vonyH2AX (24 h: 4,0 + 1,1, 48 h: 3,0 + 0,8) 53BP1 (2418,0 + 0,7; 48 h: 6,0 £
1.9 und MDC1 (24 h: 3,0 £ 0,6; 48 h: 3,0 + 0,2ylar HCC1395 detektiert werden.
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dassina Gy Bestrahlung besonders die
HC1937 Zellen eine erhohte Zahl ghl2AX Foci aufwiesen, die mit der Zeit wieder
abnahm. In der HCC1395 konnte nach 1,5 Gy nur ennger Effekt auf die Zahl der
yH2AX und MDC1 Foci detektiert werden, der nach ®wieder nachliel3.

Vergleichend dazu zeigten alle Zelllinien nach G Bestrahlung eine erhdhte Zahl an
Foci von 53BP1, besonders prominent in der HCC1937.

Eine Bestrahlung mit 6 Gy zeigte eine erhdhte AhaalyH2AX, 53BP1 und MDC1 Foci
in HCC1937 und in der Kontrollzelllinie MCF10A. HCC1395 konnte auch nach 6 Gy

Bestrahlung eine erhohte Anzahl von 53BP1 Foci gsere werden, die Anzahl der
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yH2AX und MDC1 Foci zeigten vergleichbare Werte z&r éoci Anzahl nach 1,5 Gy
Bestrahlung.

Dies zeigte, dass die HCC1937 eine verstarkte Btrabnsibilitat aufwies. Die geringe
Anzahl der Foci in HCC1395 deuteten auf einen Defielder Foci Bildung hin, der mit
derNBN p.R215W Mutation korreliert.

4.10.4.2 Vermessung d@dA2X, 53BP1 und MDC1 Foci

Die quantitative Analyse der Anzahl der Reparatirfaeigte einen Defekt in der
Strahlenantwort der HCC1395 Zelllinie (Abb. 35).\kz&r bereits bekannt, dass NBN tber
seine BRCT-Domanen an phosphorylierfé®2 AX bindet (Kobayashet al, 2002). Die
hier vorgestellte Mutation p.R215W in der Linie HEC3IB5 liegt zwischen den beiden
BRCT-Domanen des NBN Proteins (1.6.2). Ein veeitgr NBN Proteinanteil sowie die
Prasenz dieseNBN Mutation im MRE11-RDA50-NBN-Komplex konnte zu eine
verminderten Akkumulation von DNA-Schadensantwartpinen und somit zu einer
geringeren Foci Signalintensitéat der entsprechekaenfihren.

Aufgrund der vorliegenden Mutation ildBN Gen der HCC1395 Zelllinie (Abb. 33) und
des reduzierten NBN Proteinlevels (Abb. 32) sollmittels hochauflésender
mikroskopischer Bildgebung analysiert werden, ah siie detektierbaren MDC3H2AX
und 53BP1 Foci in HCC1395 Zellen in ihrer physigeien GréfRe im Vergleich zu der
Kontrollzelllinie (MCF10A) unterscheiden.

Die Zellen (HCC1395 und MCF10A) wurden mit 6 Gy toaklt, fixiert und
immuncytochemisch mit spezifischen Antikorpern geg#él2AX, 53BP1 und MDC1
markiert. Die Analyse der Foci Gréf3e wurde mit eine@nfokalen Mikroskop und mit der
Software ImageJ durchgefihrt (3.7.2). Es wurdeFdiei Flache gemessen und der Wert
als Flache der Pixelanzahl ermittelt (FP). Es kenrfoci vonyH2AX, 53BP1 und MDC1

in HCC1395 beobachtet werden, jedoch wiesen diedtoe diffuse Struktur im Vergleich
zu der Kontrolle (MCF10A) auf (Abb. 36, A, B, C).
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Abbildung 36: Foci Areale vonyH2AX, 53BP1 und MDC1 in HCC1395.HCC1395 Zellen wurden mit
1,5 und 6 Gy bestrahlt und nach 0,5 h immuncytoébemmit spezifischen Antikérpern gegad2AX (05-
636), 53BP1 und MDC1 markiert. Als Kontrolle diemt@/ildtypzellen (MCF10A). A, B) Exemplarische
Darstellung defyH2AX, 53BP1 und MDCL1 Foci in HCC1395 und MCF10A [el Messbalken= 5 uncCj
VergroBerung von A, B). (D) Quantitative Auswertung der Foci Durchmesser i€Q1395 und
MCF10A.*p<0.05

Die Foci waren kleiner und weniger klar abgegreaigtdie Foci in der Kontrollzelllinie.
Eine quantitative Ausmessung der Foci Areale zeigessyH2AX Foci in HCC1395
Zellen einen signifikant (p=0,03) reduzierten Dungsser (176,2 £ 17,3 FP) im Vergleich
zu denyH2AX Foci der Kontrolle (290,8 + 22,8 FP) aufwiegébb. 36, D).

Die 53BP1 Foci waren in ihrem Durchmesser kleidi0(4 + 32,18 FPals die53BP1
Foci in der MCF10A (321,2 + 31,3 FP). Die Durchnezsger MDC1 Foci wiesen keinen
signifikanten Unterschied in der HCC1395 (203,12t65FP) zu den MDC1 Foci in der
Kontrolle (225 + 20,6 FP) auf.

Insgesamt lieferten diese Versuche Evidenz dafiss @&ine Bildung von Reparaturfoci in
den NBN-mutierten HCC1395 Zellen generell stattfinden kadie Foci aber deutlich
kleiner und diffuser sind als in den Wildtypzel @CF10A).
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4.10.4.3 NBN Foci Analyse in HCC1395

Bei einer zuséatzlichen Analyse sollte die HCC138%d auf ihre Fahigkeit der NBN Foci
Bildung untersucht werden Es wurden HCC1395 Zedlewie Kontrollzellen (MCF10A)
simultan mit 1,5 Gy bestrahlt, nach 3 h Inkubatimmmuncytochemisch gegen NBN und
yH2AX markiert (Abb. 37) und mittels eines konfokal®likroskops die Foci detektiert.
Dabei war zu beobachten, dass in der Kontrolle regtrahlung NBN ungH2AX Foci
detektierbar waren, die colokalisiert vorlagen. der HCC1395 Linie konnten im
Vergleich dazu kleinergH2AX Foci hachgewiesen werden, NBN Foci waren jédoicht

detektierbar.
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Abbildung 37: Immuncytochemische Analyse der NBN Fad in HCC1395 und MCF10A nach

Bestrahlung. Die Zellen (HCC1395, MCF10A) wurden mit 1,5 Gy trablt, 3 h inkubiert und
immuncytochemisch mit einem anH2AX Antikoérper (05-636)und einem anti NBN Antikdrper markiert.
Messbalken= 5um. N=3

Dies zeigte, dass der reduzierte NBN Proteinleeglies die p.R215W Mutation in der
HCC1395 Linie zu einem Defekt in der Akkumulatioasdresidualen NBN Proteins in

Repararturfoci fuhrten.
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51 Die ATR-vermittelte Schadensantwort in der NBSike disorder
5.1.1 Relevanz von RAD5SO fur die Aktivierung des AR-Signalweges

Proteine der DNA-Schadensreparatur spielen eineentigshe Rolle im Erhalt der
genomischen Integritat und sind daher von besondeedevanz fur die Zelle. Der
MRE11-RAD50-NBN (MRN)-Komplex ist essentiell fur ediErkennung und Bindung
eines DNA-Doppelstrangbruches (1.6). Eine Defizienzeinem der Proteine dieses
Komplexes kann dementsprechend schwerwiegende Ausvgen auf die korrekte
Reparatur von DNA-Schaden und somit auf den gesa@tganismus haben. Im Rahmen
dieser Dissertation sollten mehrere Fragestellurggiiglich der Rolle und Relevanz des
RAD50 Proteins untersucht werden. Der erste Tebeli Arbeit beschatftigte sich mit der
Relevanz des RAD50 Proteins im ATR-Signalweg. Amhamon RADS5O0-defizienten
Zellen konnte eine Interaktion des ATR- und ATM+&alyveges belegt werden. Dartber
hinaus konnte eine Assoziation zwischen RAD50 unders Defekt in der
Chromosomensegregation gezeigt werden.

Eine Aktivierung des ATR-Signalweges erfolgt durihzelstrangige DNA-Intermediate,
die bei der DNA-Replikation, der Einwirkung durch/ilLicht oder chemische Agenzien
wie Hydroxyharnstoff (HU) entstehen kdnnen (Sgiffal, 2006, Warcet al., 2004).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass RAD&fiziente Zellen einen Defekt in der
ATR-vermittelten Phosphorylierung von H2AX nach HBg¢handlung aufwiesen (4.1.1,
Abb. 14, B). Die verlangerte Inkubation mit HU ftdizu einer ATM-abhangigen H2AX
Phosphorylierung (Abb. 14, D). Der eingesetztebiibr der ATM-Kinase, KU-55933, ist
bei einer Konzentration von 10 uM fir ATM spezifis(Hicksonet al, 2004). Daruber
hinaus konnte mit einem apoptotischen Marker nachegen werden, dass die RAD50-
defizienten Zellen einen erhdhten Anteil von Apgat@ufzeigten (Abb. 14, E, F).

Diese Beobachtungen fihren zu der Annahme, dassSRAdne relevante Rolle in der
Aktivierung des ATR-Signalweges spielt. In friher&tudien konnte bereits eine
Interaktion des ATM- und ATR-Signalweges belegt aegr (Lin und Dutta, 2007, Sti#t
al., 2006, Stiffet al, 2008). Studien irBaccharomyces cerevisidaben eine Rolle des
MRX (Xrs2, homolog zu humanen NBN) Komplexes in #i-vermittelten Aktivierung
des ATR-Signalweges belegen kdonnen (D’Amours urgkstan, 2001 Chahwanet al,
2003). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass@afizienz von MRE11 zur Bildung
von DNA-Doppelstrangbrichen wahrend der DNA-Repid@ in Xenopus fuhrte
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(Costanzoet al, 2001). Dies weist darauf hin, dass der MRN-Ka®pbei den durch
Replikationsstress entstandenen Lasionen im Kontked DNA-Doppelstrangbruch-
reparaturweges agiert. Bei Auftreten zu grof3er DBthaden kann eine ATM-vermittelte
Apoptose der Zellen eingeleitet werden, wobei esimar Phosphorylierung von H2AX an
Ser139 kommt (Rogakoet al, 2000). Weitere Untersuchungen mit einem ATRitbr
kbnnten zusatzlich belegen, dass die in dieseridbde®bachtete H2AX Phosporylierung
ATM- und nicht ATR-abhangig ist. Ferner Dbleibt dabai klaren, warum in der
Wildtypzelllinie nach 6 HU-Inkubation kein Anteiled apoptotischen Markedeaved
PARP zu detektieren war. Zusatzliche Immunoblotigsen und eine verlangerte
Expositionszeit des Filmes koénnten belegen ob geptatische Marker auch in der
Wildtypzelllinie zu detektieren ist.

Der Defekt in der ATR-abhangigen Phosphorylierung ¥H2AX fiihrte zu der Frage, ob
RAD50 eine Rolle in der Signalverstarkung des ATiBa8lweges einnimmt oder auch fir
die Aktivierung relevant ist. Waltegt al, (2009) konnten eine verminderte Chkl
Phosphorylierung nach HU-Induktion in RAD50-defiien Zellen nachweisen, was fur
eine funktionelle Relevanz von RADS50 in der Sigeabtarkung im ATR-Signalweg
spricht. Alternativ ist die Restfunktion des RAD®oteins fir die residuale ATR-
Aktivierung und Chkl Phosphorylierung hinreicherkerner bleibt zu klaren, ob der
Defekt in der ATR-vermittelten H2AX Phosphoryliegidurch die Defizienz von RAD50
bedingt ist.

In RAD50-defizienten Zellen konnte ein reduziemeoteinlevel von NBN (20 % - 40 %)
nachgewiesen werden (Waltesal, 2009). Der in dieser Arbeit beobachtete Defekt d
H2AX Phosphorylierung in den RAD50-defizienten 2ellkénnte daher auch durch den
verminderten NBN Proteingehalt verursacht sein.sBidypothese wird durch eine
ahnliche Untersuchung gestitzt, bei der gezeigtdererkonnte, dass NBN fir die
vollstandige Phosphorylierung der ATR-Substrate Chkd p53 relevant ist (Sti#t al,
2005). NBN-defiziente Zellen wiesen genau wie AT&tente Zellen einen Defekt in
der Aktivierung des UV-induzierten G2/M-Kontrollpkies auf. Im Gegensatz dazu
zeigten ATM- oder MRE11-defiziente Zellen keinenf&€k in der Aktivierung des ATR-
Signalweges (Stifét al, 2005). Dies steht im Gegensatz zu einer akiuélietersuchung
in XenopusOocyten in der gezeigt wurde, dass der MRN-Komplex flg Aktivierung
des ATR-Signalweges bendétigt wird (Duursrat al, 2013). Duursmeet al (2013)
berichten, dass der MRN-Komplex eine Rolle in dekmtierung von TOPBP1 spielt.
TOPBP1 interagiert mit dem ATR-ATRIP-Komplex undravifiir die Phosphorylierung
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von Chkl bendétigt. Die Hypothese, dass RADS0 relevar die Aktivierung des ATR-
Signalweges ist, wird durch diese verschiedenedi&tuunterstitzt, die zeigen konnten,
dass NBN sowie auch der MRN-Komplex in den ATR-8lgreg involviert sind.
Weiterfuhrende Untersuchungen in RADZIdock-down Zellen mit normalem NBN
Proteinlevel konnten Aufschluss lber die Abhangigkeon RAD50 in der ATR-
vermittelten H2AX Phosphorylierung und im ATR-Siglmag geben. Ferner bleibt dabei
zu klaren, welche funktionelle Aufgabe RADS50 im ABggnalweg Ubernimmt. Ein
Aufschluss der Rolle von RAD50 im ATR-Signalweg kit beitragen zu klaren, warum
eine Defizienz von RAD50 eine andere phanotypigeh&wirkung in der Aktivierung des
ATR-Signalweges aufweist als MRE11-defiziente Zelle

5.1.2 Relevanz von RADS5O0 fiur die Aktivierung des GR®1-Kontrollpunktes

Im Gegensatz zu NBS- (Sti#ft al, 2005) und ATR-defizienten Zellen konnte in diese
Arbeit in den RAD50-defizienten Zellen kein Defakt G2/M-Zellzykluskontrollpunkt
nachgewiesen werden (4.1.2, Abb. 15). Durch dieuzretung eines DNA-Schadens
mittels UV-Licht kommt es primar zu einer Aktivierg des ATR/Chk1-Signalweges, der
wiederum zu einer Aktivierung des G2/M-Kontrollpue& fuhrt. Eine Aktivierung des
G2/M-Kontrollpunktes kann sekundar zu einem spatefeitpunkt auch durch den
ATM/Chk2-Signalweg erfolgen, wobei die ATM-Aktivieng dabei ATR-abhangig ist
(Stiff et al, 2006). Stiffet al (2006) konnten weiterhin belegen, dass eine vetetie
Chk1-Kinaseaktivitdt keinen Defekt in der Aktivieg des G2/M-Kontrollpunktes
hervorruft. Darlber hinaus konnte gezeigt werdeassd der Verlust der ATM-
Kinaseaktivitat oder der Chkl- und Chk2-Funktiokeial keinen Einfluss auf den G2/M-
Kontrollpunkt hat, wobei der kombinierte Verlustrv€hkl und Chk2 zu einem Defekt in
der Aktivierung des G2/M-Kontrollpunktes fuhrte i(Btet al, 2006). Dies spricht dafr,
dass der verminderte Level von phosphoryliertem1Ghkden RAD50-defizienten Zellen
(Waltes et al, 2009) ausreichend fir eine vollstandige Aktivieg des G2/M-
Kontrollpunktes nach UV-Licht-Behandlung ist. Dagiithinaus deutete dies darauf hin,
dass die Rolle von RAD50 im ATR-Signalweg bifunkigdl relevant sein kdnnte, da eine
HU-Induktion zu einem Defekt in der Aktivierung da$R-Signalweges (4.1.1., Abb. 14,
Walteset al, 2009) fuhrte, eine UV-induzierte Aktivierung d&$R-Signalweges jedoch
keinen Defekt aufweist (4.1.2, Abb. 15). Einzelsgi@e DNA-Bereiche entstehen nach
UV-Lasionen uber die Basenexzisionsreparatur, akroxyharnstoff jedoch durch eine
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polymerase stalling(Okanoet al.,2000, Barnes und Lindahl, 2004, Keftcal,, 2004). Eine
moglicherweise unterschiedliche Rolle von RADS50 beiden Situationen mdusste in
Folgeexperimenten durch eine parallele Versuch$diiincung mit gleichen Endpunkten

analysiert werden.

5.1.3 Eine RAD50-Defizienz fiihrt zu einer Aberratio der Centrosomenanzahl

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Auswirkung deAD50 Defekts auf die
Centrosomenanzahl nachgewiesen werden (Abb. 16)ne EiAberration der
Centrosomenanzahl und die damit verbundene Bildomdtipolarer Spindeln konnte
bereits in Zellen mit Defekten iIMBRCA2und ATR beobachtet werden (Aldertaet al.,
2004, Meraldiet al, 2002, Danielset al, 2004).Eine Centrosomenaberration ist mit
chromosomaler Instabilitat und mit einer abnormalsmokinese verbunden und wird mit
der Entstehung von Krebs in Verbindung gebrachtridmd und King, 2010). Eine
erhohte Centrosomenanzahl kann zu einem frihzei#fgdtod wahrend der Entwicklung
fuhren, was eine mogliche Erklarung fur die klimien Charakeristika des Nijmegen
Breakage Syndrom und der NHife disorderwie mentale Retardierung, Mikrozephalie
und die Wachstumsstorung sein kann (Alderédral, 2004). Es wurde bereits dariber
berichtet, dass manche Formen einer hereditarerokiphalie wahrscheinlich durch eine
defekte Expression von centrosomalen Proteinen rsacht werden (Shimada und
Komatsu, 2009). Das Centrosom ist ein wichtigesofghnell, das wahrend des Zellzyklus
dupliziert und dann wahrend der Mitose auf zweihfterzellen aufgeteilt wird (Shimada
und Komatsu, 2009). Obwohl der Mechanismus der rGsomenduplikation noch nicht
abschlieBend erforscht ist, konnte bereits gezeigtden, dass Proteine der DNA-
Schadensreparatur eine Rolle in der RegulatiorCaatrosomenanzahl ibernehmen. Eine
centrosomale Lokalisation konnte unter anderem AtiM, ATR, NBN und BRCA1l
gezeigt werden (Shimada und Komatsu, 2009). Es wairgenommen, dass ATM die
Centrosomenanzahl tber Zellzykluskontrollpunkteulegen kann (Zhanget al, 2007,
Bourke et al, 2007). Eine siRNA-vermittelte Reduktion von ATldhrte dabei zu einer
Unterdrickung der Centrosomenduplikation (Shimadd #omatsu, 2009), wogegen
siRNA-vermittelte ATR-Defizienz zu einer erh6htemzahl von Centrosomen fiihrte
(supernumerary centrosomegCollis et al, 2008). Die in dieser Arbeit beobachtete
erhohte Centrosomenanzahl entspricht mehr dem l&&iu Phanotyp einer SiRNA-
vermittelten ATR-Defizienz als der einer ATM-Defriz. Dabei bleibt zu klaren, ob
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RADS5O0 Uber eine Interaktion mit ATR einen Einfluas die Centrosomenanzahl hat. Eine
Interaktion von NBN und ATR, die eine BRCA1-verralte Ubiquinierung voi-Tubulin

bewirkt, konnte bereits beobachtet werden (Shingdd, 2009). Weiterfihrende Studien
sind daher von besonderer Relevanz fur die KlamegmgRolle der verschiedenen DNA-
Schadensantwortproteine bei der centrosomalen ligahind der damit verbundenen

humanen Erkrankungen.

52 Einfluss von RAD50 auf Chromatin-Briicken
5.2.1 Lokalisation und Schutzfunktion von RAD50 aufChromatin-Briicken

In dieser Arbeit wurde der Einfluss von RAD50 auk dChromosomensegregation
untersucht. Die RAD50-defiziente Zelllinie zeigieen durch die Bestrahlung induzierten
Defekt in der Ausbildung von Chromatin-Bricken, wggn die Ausbildung der
Chromatin-Bricken in den Kontrollzellen erhoht w#4.2, Abb. 17). Bei der
immuncytochemischen Untersuchung von RADS50 in be#gn Zellen konnte eine
spezifische Lokalisation von RAD50 auf den Chromdriicken nachgewiesen werden
(Abb. 17, D, E). Die Lokalisation von RAD50 auf d@&mlcken zeigte entweder eine
punktuelle Verteilung, die sich Uber die gesamtiécRe erstreckte, oder RAD50 war lokal-
zentriert im Zentrum der Chromatin-Briicke zu datekn (Abb. 17, D, E). Zusatzlich
konnte durch Behandlung mit DNAse gezeigt werdeassdRAD50 auf den Briicken
chromatingebunden vorliegt (Abb. 17, G).

Ein siRNA-vermittelterknock-downdes endogenen RAD50 Proteins in murinen NIH3T3
Zellen fuhrte zu einer Abnahme an Chromatin-BriickeB, Abb. 18, A). Der reduzierte
RADS50 Proteinlevel in den NIH3T3 Zellen &hnelte éiabler Situation des Proteinlevels
von RAD5S0 in der RAD50-defizienten Zelllinie. Diesdexperiment bestétigte daher
modellibergreifend eine entscheidende Rolle von BADUr die Bildung und/oder
Stabilitat von Chromatin-Bricken.

Die korrekte Segregation von Chromosomen in derod4dit ist ein bedeutsamer
Mechanismus fur die korrekte Weitergabe der Erbbmfdion in einer Zelle. In
verschiedenen humanen Tumorzellen konnten beresfeki® in Proteinen, die in der
Chromosomensegregation eine Rolle spielen, naclegewi werden (de Castet al,
2007). Ein Defekt in der korrekten Aufteilung demr@mosomen kann zur Ausbildung von
Chromatin-Briicken und Aneuploidie, der numeriscldmmomosomenaberration, fihren.

Aneuploidie ist ein haufig beobachtetes MerkmaKiebszellen, wobei bislang noch nicht
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hinreichend geklart ist, ob sie eine Ursache odiee &onsequenz von Krebs ist (Sen,
2000).

Die Auswirkung des RAD50 Proteinlevels auf die Bibdy von Chromatin-Bricken fuhrt
zu der Annahme, dass maoglicherweise ein Zusammeninadem Bildungsmechanismus
der Chromatin-Briicken und der Proteinfunktion voAO®0 besteht. Die Bildung von
Chromatin-Bricken ist ein relativ seltenes Ereignlkonnte aber einheitlich in
verschiedenen Saugetierzellen mit cytokinetischesfiekd nachgewiesen werden (Naim
und Rosselli, 2009, Huargt al, 2008). Die Auswirkungen auf die Zellen, die dusine
Chromatin-Briicke verbunden sind, sind mannigfallge Zellen kénnen fusionieren und
multinuklear werden oder in die Apoptose gehen. Besteren kann die Briicke aufgrund
von Zellmigrationskraften brechen, was mit einemrld¥g von genetischem Material
einhergeht (Huangt al, 2008). Chromatin-Briicken entstehen durch eirdefbafte
Segregation von Schwesterchromatiden wahrend derskli(Hoffelderet al, 2004) und
fuhren zu einer abnormalen Cytokinese. Roeteal (2013) berichteten dartber, dass der
MRN-Komplex fiir eine korrekte Chromosomensegregabendtigt wird. Dartber hinaus
weisen verschiedene Studien darauf hin, dass diel&en der Cytokinese mit Proteinen
der DNA-Schadenssignalkaskade verbunden ist (Virecigiet al, 2010, Danielst al.,
2004). Die Involvierung der DNA-Schadenssignalkaskansbesondere von RAD50 in
der abnormalen Cytokinese, kdnnte eine wichtigeleRah der Unterdriickung der
Abtrennung der beiden Tochterzellen haben, wenn DiN@er Teilungsebene vorhanden
ist (Normand und King, 2010).

5.2.2 Rolle des ATM-Signalweges in der Ausbildungon Chromatin-Briicken

In  frGheren Studien wurde berichtet, dass ein [DOefeak der homologen

Rekombinationsreparatur (HRR) und eine ATM-Defizietu einem erhdhten Anteil an
Chromatin-Bricken fuhrt (Acilaret al, 2007, Huanget al, 2008). Im Gegensatz dazu
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eifi®#Anhibition zu einer Verringerung

der Zellen mit strahleninduzierten Chromatin- undC®0-Bricken (Chromatin-Briicke
mit RAD50-Lokalisation) fuhrte (4.3, Abb. 18, C).

Dies deutet darauf hin, dass die Kinasefunktion #diM eine wesentliche Rolle in der
Bildung der Chromatin-Bricken spielt. Alternativrikiien auch die Stabilitat oder die
Auflosung der Bricken durch ATM reguliert werdenieRelevanz von ATM fiur die

Ausbildung oder den Erhalt der Bricken konnte dwide Phosphorylierung von RAD50
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bedingt sein. Erst kirzlich konnte gezeigt werdedgss die strahleninduzierte
Phosphorylierung von RAD50 am Serin 635 durch diBVIAKinase essentiell fur die
Zellzykluskontrolle und die DNA-Reparatur ist (Gatt al, 2011). RAD50-defiziente
Zellen, die einen moderaten Defekt im ATM-Signalveedweisen, zeigten einen erhéhten
Level an Chromosomenaberrationen (Wadkal, 2009, Gateet al, 2011). Transduktion
von Wildtyp RAD50in die RAD50-defiziente Zelllinie zeigte einen vzikrten basalen
Level von Chromosomenaberrationen vergleichbardait Wildtypzelllinie (Gateet al,
2011). Gateet al. konnten zusétzlich belegen, dass RAD50-defizigetien einen Defekt
in der homologen Rekombinationsreparatur und dehtNHomologen-Endverknipfung
aufweisen. Dies zeigte, dass die Phosphorylieruog RAD50 essentiell ist fur die
Reparatur von DNA-Schaden sowie auchdde/nstreantffektor fir weitere Proteine der
DNA-Schadensreparatur. Die Beobachtung in diesdreifyr dass die ATM-Kinase ein
entscheidender Faktor flr die Ausbildung von Chriimrariicken ist, bestéatigen dies. Da
ATM in verschienden Signal- und Reparaturwegen eaasgentielle Rolle spielt sollte
weitergehend untersucht werden inwiefern eine ATMidierung eine Reduktion von
Chromatin-Briicken bewirkt.

5.2.3 Repréasentiert RAD50 DNA-Doppelstrangbriiche @uChromatin-Briicken?

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass RADéfiziente Zellen einen erhdhten
Grundgehalt an Chromatin-Briicken im Vergleich zu d@ntrolizellen aufwiesen. Die
Einwirkung ionisierender Strahlen bewirkte keingnsiikante Zunahme an Brucken in der
RAD50-defizienten Zelllinie (4.2, Abb. 17, B). Baslg wurde angenommen, dass
Chromatin-Briicken durch fehlerhaft oder nicht-régxd DNA-DSB entstehen (Acilaet
al., 2007). Die Lokalisationsanalyse der beiden akegonspartner von RAD50, MRE11
und NBN, zeigte, dass diese nicht auf den Chroniiltken detektierbar waren (Abb.
19, A). Dies macht es unwahrscheinlich, dass RABS0den Chromatin-Briicken DNA-
DSB reprasentiert, denn die Erkennung von DSB girfohch bisherigem Kenntnisstand
durch den MRN-Komplex. Eine singulare Funktion \RAD50 in der Bindung von DNA-
DSB ohne seine Komplexpartner MRE11 und NBN istaig nicht bekannt. In der
Vergangenheit konnte jedoch gezeigt werden, dad39®An chromatingebundenem oder
freiem Status ohne MRE11 agieren kann (Hopfteal, 2000). RAD50, als Protein der
SMC-Familie, kann aufgrund seiner molekularen Strulals Dimer vorliegen und freie
DNA-Enden in naher rdumlicher Distanz zusammenha(fBttel-Elmer et al, 2012)
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wobei Bereiche bis zu 100 nm Uberbrickt werden kdénfvan der Lindert al, 2009).
Die Lokalisation von RADS50 auf den Chromatin-Brickekdnnte durch einen
doppelstrangbruchunabhangigen Mechanismus erkléstdem. Dies wird dadurch
unterstutzt, dass weitere Proteine der DNA-Schaten®rt wie MDC1, SMC1 und BLM
nicht auf den Chromatin-Briicken nachgewiesen wufdéb. 19, B, C).

Bei der Untersuchung der DoppelstrangbruchmaykdAX und 53BP1 konnte zwar eine
Verteilung auf den Chromatin-Briicken detektiert asr (Abb. 20, A). Die Uberprifung
einer Colokalisation voyH2AX und RAD50 zeigte jedoch, dass beide Proteiicétrin
den gleichen Bereichen der Briicken vorkamen. Digsrstitzt die Hypothese, dass die
RAD50-Lokalisation auf den Bricken keine DNA-Dopgiengbriiche reprasentiert.

Die Abwesenheit von MRE11 und NBN sowie weiterer ANchadensreparaturproteine
auf den Chromatin-Briicken kdnnte auch durch derd@rEntstehung des DNA-Schadens
erklarbar sein. Goodaret al (2009) konnten zeigen, dass die Reparatur von {$A in
Heterochromatin mit einer langsameren Kinetik vatishgeht als die Reparatur von DSB
in Euchromatin. Heterochromatin ist aufgrund seidmht gepackten Struktur weniger
zuganglich fur die ATM-vermittelte Reparatur von B)Svas auch ein Grund dafur ist,
dassyH2AX Foci nur an der Peripherie von Heterochromagobachtet werden konnten
(Goodarziet al, 2009). Eine Untersuchung der Lokalisationsfaeigin von RAD50 an
DSB in Heterochromatinbereichen wurde bislang natbht untersucht. Um zu
beantworten, ob RAD50 solche DNA-Doppelstrangbriené den Chromatin-Bricken
reprasentiert, die in Heterochromatinbereichen O&A entstanden sind, konnten
zusatzliche Analysen der RAD50-Lokalisation nach stBeéhlung in Eu- und
Heterochromatinbereichen durchgefuhrt werden.

Ferner ist die immuncytochemische und zeitliche I@siing ein weiterer limitierender
Faktor der Detektionsgrenze von Proteinen auf dehroi@atin-Briicken. Eine
signalintensive Lokalisation von Proteinen bendtdg Akkumulation mehrerer tausend
Proteinmolekile. Die maximale Akkumulation von Rioen der DNA-Schadensantwort
konnte bereits Minuten nach DNA-Schadigung als Foci an DNA-DSB hgawviesen
werden (L6brichet al, 2010), wobei die Foci der verschiedenen Protsiok in ihrer
GroRRe und lokal-abgegrenzten Struktur &hneln, s dennoch immuncytochemisch in
ihrer Signalintensitat und Diffusitat unterscheidBre Analyse von NBN, MRE11, SMC1,
MDC1 und BLM auf Chromatin-Bricken kdnnte aufgrugider zu geringen Anzahl von
Proteinmolekilen unter der visuellen Detektionsgeeliegen. Gegenwartig ist auch noch

nicht erforscht, ob der visuelle immuncytochemis®feglust von Foci zeitlich direkt mit
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dem finalen Schritt der Reparatur korreliert odér @ne zeitliche Differenz von 1-2
Stunden besteht (LObrickt al, 2010). Eine Analyse mittels Zeitrafferaufnahmem
fluoreszenzmarkierten Proteinen konnte belegen,zobfriheren Zeitpunkten bei der
Ausbildung der Chromatin-Bricke in der Mitose DNAR&densreparaturproteine auf den

Briicken detektierbar waren.

5.2.4 Wird RADSO fur die Stabilisierung und Auflésung von Chromatin-Briicken
bendtigt?
Die korrekte Aufteilung der Chromosomen in der M#o benotigt Proteine des
Cytoskeletts und des Chromosomal&assenger Komplexes (CPK). Proteine des
ChromosomaleassengekKomplexes, wie Aurora B, assoziieren mit den Closamen
in der Mitose und sind fur den cytokinetischen RPesg der Zelle verantwortlich
(Vagnarelli und Earnshaw, 2004, Wadsworth, 200&phktonsstérungen der Proteine des
CPK fuhrten zu Segregations- und Cytokinesedefekteshalb der CPK auch als zentrale
Schnittstelle zwischen der Chromosomensegregatiohder Cytokinese angesehen wird
(Terada, 2001).
Die Lokalisation von RAD50 auf den Chromatin-Brickgt.2, Abb. 17) fihrte zu der
Frage, ob RAD50 eine Relevanz im cytokinetischengfass der Zellen mit einer
Chromatin-Briicke hat. Eine Lokalisationsanalyse vRAD50 in der abnormalen
Cytokinese zeigte eine Colokalisation mit alphadlubund Aurora B (4.5, Abb. 21, A,
B). Es war eine zentrierte Lokalisation von RAD%0den cytokinetischen Phasen der
Abtrennung und arMidbodyRest zu detektieren. In Interphase-Zellen zeigi®B0 eine
punktierteVerteilung, die sich Uber den gesamterreiBe der Chromatin-Briicke
erstreckte. Dies deutet darauf hin, dass RAD50 ewesentliche Rolle bei der
Stabilisierung oder Auflosung der Chromatin-Bruek&hrend der abnormalen Cytokinese
einnimmt.
Eine Interaktion mit Proteinen des Cytoskeletts Bnoteinen der DNA-Schadensreparatur
ist naheliegend, da eine erfolgreiche Chromosonggagation das Cytoskeleton benétigt
(Gerisch et al, 2004). In der Vergangenheit konnte bereits dwokalisation von
cytoskeletalen Proteinen mit BRCA2 beschrieben emr(Danielset al, 2004). Ferner
wurde bereits eine Korrelation zwischen DNA-Schad@twortproteinen und der
Regulation der Cytokinese beobachtet. Es konnte Assoziation von Septin und rad53,

welches eine Rolle in der Stabilisierung von aeméin Replikationsgabeln einnimmt
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(Szyjkaet al, 2008), inSaccharomyces cerevisgezeigt werden (Smolket al, 2006).
Die Rolle des humanen Chk2 (homolog zu rad53nistar Mitose und Cytokinese derzeit
Gegenstand aktueller Forschung (Sattal, 2010, Chouinarét al, 2013).

In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dgiskinetische Zellen mit einer
Chromatin-Briicke eine Verzégerung in der Abtrenrspigise der Cytokinese aufweisen
(Steigemanret al, 2009). Der molekulare Mechanismus, ob ChromBtiicken wahrend
der Cytokinese stabilisiert oder aufgelost werdeinnen, ist bislang weitgehend
unerforscht. Steigemaret al (2009) konnten zeigen, dass die zeitliche Verniiyg der
Cytokinese durch eine verlangerte Kinaseaktivitit \urora B gesteuert wird. Aufgrund
der Aurora B-Kinaseaktivitat kommt es zu einer 8isibrung der interzellularen Bricke
zwischen den beiden Tochterzellen durch Aktin-Mdlek In Saccharomyces cerevisiae
Zellen konnte gezeigt werden, dass Chromatin iniidbodyRegion zu einer Inhibierung
der frihzeitigen Abtrennung fuhrt (Nordenal., 2006).

Die Colokalisation von RAD50 und Aurora B auf dehr@matin-Briicken kann demnach
in direktem Zusammenhang mit der Stabilisierung aide Auflésung der Briicken stehen.
Aufgrund der molekularen Struktur von RADS50 konrgime Stabilisierung der DNA
stattfinden, indem freie DNA-Enden zusammengehalwarden. Die nachgewiesene
Interaktion der beiden Proteine mit Hilfe d@soximity Ligation Assaysinterstitzt diese
Hypothese. Damit konnte eine raumliche N&he unerdktion von RAD50 und Aurora B
in abnormal cytokinetischen und Interphase-Zeihesitu nachgewiesen werden (Abb. 22).
Eine mdgliche Erklarung der Interaktion in Interpb&ellen ware eine temporare
Interaktion des RAD50 Proteins mit Aurora B, diehsim Progress bei der Ausbildung
einer Chromatin-Bricke bis zur abnormalen Cytokendsertsetzt. Aurora B ist ein
nukleares Protein, welches in Interphase-Zellemgbdauch cytoplasmatisch vorkommt
(Rannou et al, 2008). In der Pro-/Metaphase lagert sich Aur@aals Teil des
ChromosomalerPassengeiKomplexes an das Chromatin an und stabilisiertzeietrale
Spindel in der Ana-und Telophase der Mitose (Terad@l).

Eine Interaktion von Aurora B und RAD50 konnte kber Ausbildung einer Chromatin-
Brucke wahrend der Mitose relevant sein. Dabeitfdies zu der Frage, ob RAD50 auch
ein Phosphorylierungssubstrat von Aurora B sein nk&n Eine ATM-abhangige
Phosphorylierung von RAD50 an Ser635 konnte beréms Zusammenhang der
Zellzykluskontrolle festgestellt werden (Gatdial, 2011). Eine Phosphorylierung durch
Aurora B-Kinase ist jedoch nicht bekannt. Des Weitekonnte in dieser Arbeit eine

Colokalisation von RAD50 und pH3 in der abnormafeytokinese festgestellt werden
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(4.6.1, Abb. 24). pH3 ist ein Phosphorylierungssatson Aurora B (Crosiet al, 2002),
sodass nicht ausgeschlossen ist, dass die beoteachtenliche Nahe zwischen RAD50
und Aurora B-Kinase indirekt Uber pH3 vermitteltirsekbnnte. Weiterfihrende
Untersuchungen zur Phosphorylierung von RAD50 oeilee Behandlung mit einem
Aurora B-Inhibitor waren daher von besonderem kdse.

Aufgrund der erzielten Ergebnisse in dieser Arlieibnte erstmals eine Interaktion von
Proteinen des ChromosomaleassengeiKomplexes und DNA-Reparaturproteinen in der
abnormalen Cytokinese bestatigt werden. Es bledohrezu klaren, ob RAD50 auch mit

weiteren Proteinen des ChromosomdaissengeKomplexes interagiert.

5.2.5 Zellzyklusprogression von Zellen mit einer RR50-Bricke

lonisierende Strahlen und die damit verbundenen EBdAdden bewirken eine
Aktivierung der Zellzykluskontrollpunkte und fihremu einem Arrest der Zelle, bis die
entstandenen DNA-Schaden repariert sind. Im Rahndieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass ein Grof3teil der Zellen mit einer RBdBsUcke (Chromatin-Briicke mit
RAD50-Lokalisation) dennoch aktiv DNA repliziereA.7, Abb. 27). Dies wurde durch
den Einbau von EdU in S-Phase-Zellen nachgewiesen.

Die Zellen unterlagen keinem Zellzyklusarrest undrctlliefen offenbar trotz der
vorhandenen Chromatin-Briicke weiter den ZellzykDiese Beobachtungen stehen nicht
allein. In einer Arbeit von Huangt al (2008) konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen
den G2/M-Zellzykluskontrollpunkt trotz DNA-Schadigg aufheben kdnnen und weiter
den Zellzyklus durchlaufen, was eine vermehrte il von Chromatin-Bricken zur
Folge hatte. Es konnte belegt werden, dass ein hdidlA-Schaden induzierter
Zellzyklusarrest nicht von permanenter Dauer iste(et al, 2000). Zellen besitzen die
Fahigkeit zu adaptieren und kdénnen sogar in delsdP von einem gebrochenen
Chromosom weiter den Zellzyklus durchlaufen (Sangedl Zakian 1993, Toczyskit al.,
1997, Lee et al, 1998). Uber die genaue zeitliche Limitierung der
Zellzykluskontrollpunkte ist wenig bekannt. Es knfestgestellt werden, dass der G1/S-
Kontrollpunkt mit einer langsamen Kinetik aktivievird, die ein Eintreten in die S-Phase
von Zellen mit DNA-DSB noch 4-6 Stunden nach Bddtrag ermdglicht. Bei dem G2/M-
Kontrollpunkt konnte nachgewiesen werden, dassruwiteem Schwellenwert von 10-20
DSB der Arrest aufgehoben wird (Deckledral, 2011). Der in dieser Arbeit bestimmte
mitotische Index der Zellen (Wildtypzellen und RAD8efiziente Zellen) nach
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Bestrahlung (Abb. 17, C) zeigte, dass die Zellendm Zellzyklusarrest mehr unterlagen.
Daruber hinaus konnten in den Chromatin-BruickerledetesidualeyH2AX und 53BP1
Foci (4.4, Abb. 20) detektiert werden. Zusammerdadsbestatigen diese Daten die
Ergebnisse von Deckbat al, (2011).

Ferner konnten Leeet al (1998) belegen, dass Zellen, die einen einzige/AD
Doppelstrangbruch aufweisen, der nicht durch hog®mlRekombinationsreparatur (HRR)
repariert werden kann, fur 8-12 Stunden arrestierehnach 24 Stunden eine Aufhebung
des Zellzyklusarrests aufweisen. In dieser Arbairden aktiv replizierende Zellen mit
einer RAD50-Lokalisation auf einer Chromatin-Brucgefunden, was darauf hindeutet,
dass Zellen mit einer Chromatin-Briicke weiter defizgklus durchlaufen, um die noch
vorhandenen DNA-Schaden effizient in der spaterh&s® reparieren zu kdonnen. Eine
fehlerfreie Reparatur durch die HRR in der spatdPh8se ware effizienter als die NHEJ-
Reparatur in mitotisch arretierten Zellen. Bis aakdnnte RAD50 eine stabilisierende und
schutzende Funktion auf der Chromatin-Briicke eimmsh um den Ubergang der
verbundenen Tochterzellen in die nachste Zellzyghase zu ermdglichen. Der geringe
Anteil an mitotischen Zellen mit einer ChromatindBke unterstiitzen diese Hypothese
(Abb. 27). Dabei bleibt zu klaren, welchem Fatura dellen mit einer RAD50-Brlicke
unterliegen. Eine Langzeitanalyse der Briickenzeftgitels Zeitrafferaufnahmen kénnte
klaren, ob die Zellen in der Lage sind, die Chrom8ricken aufzuldésen, und welche
Auswirkungen dies auf die weitere Proliferation ubDtdferenzierung der Zellen haben

konnte.

53 Funktion von RAD50 in der Mitose
5.3.1 Lokalisation von RAD50 in der normalen und Bnormalen Mitose

Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zeigten, tR&B50 eine Rolle in der abnormalen
Cytokinese einnimmt. Die Cytokinese ist der fin&8ehritt nach der Mitose. Um einen
Einfluss des RAD50 Proteins in der Mitose zu anahgsn, wurde immuncytochemisch die
RAD50-Lokalisation in mitotischen Zellen untersudidt6.1). Dabei ergab sich, dass
RAD5S0 ein spezielles perinukleares, punktiert ezgodndes Verteilungsmuster in der
Prophase von Wildtypzellen (ADP SV40) sowie in ggarem Mal3 in RAD50-defizienten
Zellen aufwies. RAD50 war teilweise mit phospho-{p813) colokalisiert (Abb. 23, A, B).

Nach Bestrahlung war eine saumartige, verstarkgmaintensitdt von RAD50 um den

Bereich der kondensierten Chromosomen sichtbarsiderals punktférmige Verteilung in
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der Telophase und der Cytokinese fortsetzte (ABb.C). Die hier aufgefihrten Befunde
fuhrten zu der Frage nach der Rolle der RAD50-Lisk#ibn in der Mitose.

Die perinukleare Lokalisation von RAD5S0 in unbekttan mitotischen (Abb. 23 A, B,
Abb. 30) und bestrahlten mitotischen Zellen (Ab®, @) konnte durch eine Zugehdrigkeit
von RAD50 zu der Gruppe der Proteine der perichsonmalen Region erklart werden.
Die perichromosomale Region enthalt Proteine, dredie mRNA Synthese, die DNA-
Doppelstrangbruchreparatur und die Regulation geptose relevant sind (Van Hoosgr
al., 2005). Perichromosomale Proteine akkumulieresheinProphase an der Peripherie der
Chromosomen und sind in der Interphase in Nucl@uoliNucleoplasma, Heterochromatin
oder Cytoplasma lokalisiert (Van Hooset al, 2005). Die funktionelle Relevanz der
Proteine der perichromosomalen Region ist dabelfaltig und beinhaltet 1) die
Chromosomenorganisation, 2) die Ausbildung eineri8a zwischen Chromosomen und
Cytoplasma und 3) Bindungsstellen fir Proteine d&lsromosomalenPassenger
Komplexes (Hernandez-Verdun und Gautier, 1994).

Ferner konnte RADS50 auch eine Funktion in der Clusmmensegregation
oder Chromatinkondensation nach DNA-Schadigungndbemen. Ein Hinweis darauf
liefert die nachgewiesene RAD50 und phospho-H3rékigon auf Chromatin-Briicken
und in Interphase-Zellen (Abb. 25). Die durch Aar& vermittelte Phosphorylierung von
H3 an Serl0 wird fur die korrekte Chromosomensegieg (Weiet al, 1999) sowie fur
die Rekrutierung verschiedener SMC Proteine anmdtetischen Chromosomen bendtigt
(Losada und Hirano, 2001, Harvest al, 2002, Schmiesinget al, 2000). Die
Kondensation des Chromatins in der Prophase wimthdeinen SMC-Komplex, das
Condensin, und uber die Phosphorylierung von H3egest (Schmiesingt al, 2000).
Aufgrund der molekularen Struktur von RAD50 istre8glich, dass es in diesem Prozess
ebenfalls eine wesentliche Rolle einnimmt. Diesrkérauf eine Relevanz des Proteins in
der Prophase bei der Kondensation der Chromosorrateuien. Eine Analyse einer
maoglichen Colokalisation von RAD50 und Aurora Bdar Mitose konnte Aufschluss zu
dieser Annahme geben.

5.3.2 Ist RAD5S0 essentiell fur die Zellteilung?

Um den potentiellen Einfluss des RAD50 Proteinsder Mitose weitergehend zu
untersuchen, wurde ein RAD¥®ock-downn NIH3T3 Zellendurchgefuhrt. Der RAD50
knock-dowrfuhrte zu einer Verdopplung der Zellteilungszeibbei ein Teil der Zellen die
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Cytokinese nicht vollenden konnte (4.6.3, Abb. Z%). Diese Ergebnisse zu der
verlangerten Zellteilungszeit nach RAD5Rnock-down bestatigen zusatzlich die
Hypothese, dass RAD50 eine funktionelle Rolle in Egose einnimmt (5.3.1) und dass
es einen Einfluss auf die Zellteilung hat. DieseliBhtung steht nicht allein. In einer
aktuellen Studie konnte kirzlich von anderen gdzeigrden, dass der MRN-Komplex
eine relevante Funktion in der Mitose einnimmt. BARE11 knock-downsowie eine
Behandlung mit dem MRN-Komplex-Inhibitor Mirin berkte eine signifikante
Verzdgerung der MetaphaseXenopus Ocyte(Rozieret al, 2013).

Die Annahme der Relevanz von RAD50 in der Mitosedvauch durch die Immunoblot-
Analyse der chromatingebundenen Fraktion von RADbOnitotischen NIH3T3 Zellen
unterstitzt. Es konnte gezeigt werden, dass RARGBeginn der Mitose einen hdheren
chromatingebundenen Anteil aufwies als gegen ErateMitose (4.7, Abb. 29, C). Die
chromatingebundene Fraktion von RAD50 konnte dut2hGy Bestrahlung verstarkt
werden (Abb. 29, C). Zusatzlich zeigte der cytoelaaplasmische Proteinlevel von
RAD50 eine Tendenz zur Zunahme nach 12 Gy Besmghlwas auf eine vermehrte
Proteinbiosynthese von RAD50 deuten konnte. Um dvegerfihrend zu bestatigen,
konnten zusatzliche mRNA Expressionsanalysen voD$0AIn der Mitose nach 12 Gy
Bestrahlung sinnvoll sein. Nach 1 Gy und 6 Gy Badting konnte keine signifikante
Erh6éhung der chromatingebundenen oder der cytddoplasmischen Fraktion von
RAD50 im Vergleich zu den unbestrahlten Zellen ier dMitose beobachtet werden.
Vielmehr war der Anteil an chromatingebundenem RBD&ach 1 Gy und 6 Gy
Bestrahlung eher geringer als in den unbestramitiotischen Zellen. Dies war insofern
unerwartet, als die durch Strahlung induzierte DSi&adigung eine Bindung von
RADS0, als Teil des MRN-Komplexes, an das Chromaiwirken sollte. Dies deutet
darauf hin, dass unter den gegebenen experiment@bdingungen nur sehr hohe
Bestrahlungsdosen eine Verédnderung im Gleichgewdelntchromatingebundenen Form
von RAD50 bewirken.

Darlber hinaus war zu beobachten, dass die chnogedtuindene Fraktion von RAD50 in
einer asynchronen Zellpopulation gré3er war alden mitotischen Zellen (Abb. 29, C).
Eine mogliche Erklarung dafur ware, dass RAD50 B8l des MRN-Komplexes in
Interphase-Zellen transient an die DNA bindet, umtepzielle DNA-Schaden zu
detektieren und sich in einem Gleichgewicht zwisclyggbundener und ungebundener
Form befindet. In einer Studie konnte bereits ggizeierden, dass der MRN-Komplex

einer erhohten Chromatinbindung in S-Phase-ZellenViergleich zu G1- und G2/M-
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Zellen unterliegt, was eine Relevanz fir den lI@rKontrollpunkt hat (Mirzoeva und
Petrini, 2003). Des Weiteren konnten Mirzoeva umdriRi (2003) feststellen, dass die
chromatingebundene Fraktion des MRN-Komplexes iRh&se-Zellen sich nicht durch
Bestrahlung verstarkte. Diese Beobachtung wirden and der hier durchgefihrten
Analyse der mit 6 Gy bestrahlten mitotischen Zellbereinstimmen.

Um dies zu verifizieren, sollten vergleichende Amsah der chromatingebundenen
Fraktion von RAD50 in G1-, S-, und G2-Phase-Zelhait der chromatingebundenen
Fraktion in der Mitose durchgefiihrt werden. Fermdgibt dabei zu klaren, ob die
Unterschiede der chromatingebunden Fraktionen vokD3® nach verschiedenen
Bestrahlungsdosen auf dem Effekt der Bindung desNMRmplexes an DNA-
Doppelstrangbriichen basiert oder ob RADS50 eine uting Funktion in der
Chromatinassoziation einnimmt. Die Detektion von ANSB erfolgt durch den MRN-
Komplex (Williamset al, 2009), wobei bislang noch nicht bekannt istgawid welcher
molekularer Stukturen oder Konformationsdnderurg@nDNA-DSB der MRN-Komplex
zeitnah den Bruch detektieren kann. Es konnte laitegaktion von 53BP1, einem Protein
der ATM-Schadensantwort, mit methylierten Lysineestzon Histon H3 und Histon H4
gezeigt werden. 53BP1 kann an Histone binden, wess aufgrund von
Konformationsanderungen zu einer Auflésung der peohdneten Chromatinstruktur
kommt (Leeet al, 2010, Huyeret al 2004; Botuyaret al, 2006).

Die beobachteten Ergebnisse der nachgewiesenegakite von pH3 und RADS50 in der
Interphase (Abb. 25) deuten darauf hin, dass RADBer Histon H3 an Chromatin
gebunden werden konnte und dadurch eine FunktiateinMitose und maoglicherweise
auch in Interphase-Zellen Ubernimmt. Weiterfihrenflralysen mittels einer Co-
Immunoprazipitation konnten die hier nachgewiedateraktion bestatigen.

5.3.3 Funktionalitat von RAD50 in der Mitose und de abnormalen Cytokinese

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissd.dkalisation und der Relevanz von
RADS0 in der Mitose und der Cytokinese (4.2 - 4irten zu der Entwicklung eines
hypothetischen Modells der Funktionalitdt von RAGBBb. 37).

Durch eine Interaktion mit Aurora B und pH3 wird RBO in der Prophase transient
verstarkt an Chromatin gebunden und Ubernimmt éioéabe in dem Prozess der
Chromosomenkondensation und der ChromosomenseigregatBeim weiteren
Durchlaufen der Mitose dissoziiert RAD50 teilweigider von Chromatin und weist eine
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durchgehende nucleoplasmische beziehungsweise lagtoigsche Verteilung auf. Bei
Auftreten eines oder mehrerer DNA-Schaden wird Biedung von RAD50 an das
Chromatin in der Mitose verstarkt und verbleibt ke Prophase hinaus bis hin zur
Cytokinese bestehen. Dies stellt eine Schutzfunkti'on RAD50 in der

Chromosomensegregation nach DNA-Schadigung dar.

Normale Mitose = abnormale Mitose = Abnormale Cytokinese = Interphase =
RADS50 transient RADS50 permanent stabilisierte Chromatin Briicke stabilisierte Chromatin Briicke
chromatingebunden, chromatingebunden
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Abbildung 38: Hypothetisches Modell der Bindung vonRAD50 in der normalen Mitose und in der
abnormalen Mitose und Cytokinese nach DNA-Schadigun RADS0 ist in der normalen Mitose transient
in der Prophase an Chromatin gebunden, nach DNAghng bleibt die Bindung von RAD50 auch in
spateren Phasen der Mitose bestehen. Bei Ausbildiumgg Chromatin-Briicke stabilisiert RAD50 die DNA
im Bereich der Teilungsebene als Dimer. Die Stsieilung der Bricken bleibt auch in spéteren
Zellzyklusphasen der Zellen mit einer Briicke besteh

Bei der Ausbildung einer Chromatin-Bricke in deitdde wird RAD50 als Faktor auf den
Brucken vermehrt lokalisiert und tbernimmt einébdtsierende Funktion im Bereich der
Teilungsebene. RAD50 stabilisiert als Dimer die @hatin-Bricke tber die Bindung oder
Wechselwirkung mit der DNA. Diese stabilisierendenktion wird durch eine Interaktion
mit Proteinen dedidbody verstarkt oder bewirkt, bis es zur Auflosung déardnatin-
Brucke kommt. Bei nicht vorhandener Auflésung dardnatin-Briicke verbleibt RAD50
auf den Bricken und stabilisiert diese, um einedrapr oder Auflésung der Bricke in

einer spateren Zellzyklusphase zu ermdglichen.
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5.3.4 Die Rolle von RAD50 in der Mitose und abnornian Cytokinese in epithelialen
Brustkrebszellen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, &350 eine relevante Funktion in
der Mitose einnimmt. Die mitotische Rolle kdnntezdabeitragen, dass Mutationen in
RAD50 die Disposition fur Brustkrebs erhdhen (Rifgeeger et al, 2009). In
weiterfihrenden Untersuchungen in epithelialen #rnebszellen sollte die Relevanz von
RADS50 in der Mitose vertieft untersucht werden. Biakonnte festgestellt werden, dass
die epithele Brustkrebszelllinie HCC1937 eine RABRSkalisation in der Mitose
aufweist, die in Wildtypzellen (MCF10A), aber auaheiner weiteren Brustkrebszelllinie,
HCC1395, nicht nachzuweisen war (4.9.1, Abb. 30j)e Dnitotische Verteilung von
RADS50 in der HCC1937 ahnelte dabei dem RADS50 Vemgsmuster in der abnormalen
Mitose von bestrahlten Fibroblasten (Abb. 23). k&g auf die erhaltenen Ergebnisse zur
RAD50-Lokalisation in Fibroblasten und RAD50-defimten Zellen stellt sich die Frage,
warum die Wildtypzelllinie MCF10A und die Brustkietellinie HCC1395 keine
nachweisbare RAD50-Lokalisation in der Mitose aefs@n. Eine mogliche Erklarung
konnte der zeitliche Aspekt der Untersuchung sBie. Dauer der einzelnen Phasen der
Mitose ist Zelltypabhéngig. Die nicht nachweisbbho&alisation von RAD50 in HCC1395
und MCF10A kénnte durch eine temporar sehr kurzdretie RAD50-Lokalisation in der
Prophase der Mitose erklarbar sein. Vergleicherml dear die RAD50-Verteilung in der
Mitose von Fibroblasten und RAD50-defizienten Zelsf die Prophase beschréankt (Abb.
23). Eine Analyse mittels Zeitrafferaufnahme voneen fluoreszenzmarkierten-RAD50
Protein in mitotischen Zellen der HCC1395 und MCAXdnnte klaren, ob RAD50 in der
Mitose eine spezielle Verteilung aufweist.

Daruber hinaus konnte der Unterschied der RADSOalis&tion durch die hier
untersuchten verschiedenen Zelltypen erklarbar . seibroblasten und Epithelzellen
unterscheiden sich aufgrund ihrer morphologisched phanotypischen Eigenschaften
trotz gleichen Genotyps (Marceaet al, 1980). Eine vergleichende Analyse der
mitotischen RAD50-Verteilung in verschiedenen Zgén konnte weiteren Aufschluss
uber die Generalisierbarkeit der Beobachtungergbrin

Weitergehend konnte gezeigt werden, dass es irebeBfustkrebszelllinien zu einem
Anstieg von Chromatin-Bricken nach Bestrahlung Kar.2, Abb. 31). In verschiedenen
Studien konnte gezeigt werden, dass Zellen mit neineefekt in der homologen
Rekombinationsreparatur einen erhéhten Anteil aro@hatin-Briicken aufweisen (Huang
et al, 2008, Acilanet al, 2007). Dies legte nahe, dass die in dieser Anomigestellte
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p.R215W Mutation in HCC1395 (Abb. 33) zu einem [xéfen der homologen
Rekombinationsreparatur nach DNA-Schadigung fuhwstas zur Ausbildung von
Chromatin-Bricken fuhrt, allerdings tragt dieselldteé ebenso wie die HCC1937 auch
eineBRCA1Mutation. Ferner bleibt dabei zu klaren, warumed®AD50 Mutation (F239
SV40) einen Defekt in der Ausbildung von Chromdniicken bewirkt, eineNBN
Mutation (HCC1395) oder einBRCA1 Mutation (HCC1937) jedoch nicht. Um das zu
verifizieren, sollten vergleichende Analysen derddhatin-Briickenbildung in Zellen mit
verschiedenen Defizienzen in Proteinen des ATM/ASiBalweges erfolgen.

Darlber hinaus bleibt zu kléaren, ob die hier vorgiie NBN oder dieBRCA1Mutation
einen Einfluss auf die mitotische RAD50-Lokalisatibat. Eine Moglichkeit zur Klarung
dieser Frage besteht in der Untersuchung der suteen RAD50-Verteilung in einer
NBN-komplementierten HCC1395 und eindBRCAlkomplementierten HCC1937
Zelllinie. Weitergehend sollte auch die mitotischeokalisation der beiden
Interaktionspartner von RAD50, MRE11 und NBN, usteht werden. Dabei kdnnte eine
Aussage uber die Relevanz des MRN-Komplexes ilMil@se getroffen werden.

5.4  Diemissense Mutation p.R215W ist mit einem Defekt in der DNA-
Schadensantwort durch den MRN-Komplex assoziiert

Im Rahmen der Untersuchungen des MRE11-RAD50-NBMiglexes konnte
nebenbefundlich eine homozygot vorliegenaéssenseMutation in NBN (p.R215W)
(4.10.2, Abb. 33) sowie ein reduzierter NBN Pra@ml (4.10.1, Abb. 32) in der
Brustkrebszelllinie HCC1395 nachgewiesen werdem,zdeeinem Defekt in der MRN-
und ATM-vermittelten Schadensantwort fuhrte (4.9).

Das Nijmegen Breakage Syndrom (NBS) ist eine am@$oezessive Erkrankung, die eine
chromosomale Instabilitat, Radiosensitivitdt undeeerhdhte Préadisposition fur Krebs
aufweist (Blundred und Stewart, 2011). NBN inteeagimit MRE11 und RAD50 und
bildet den MRN-Komplex aus, welcher eine wichtigefdabe in der Detektion von DNA-
Doppelstrangbrichen sowie in der Akkumulation Wigpdat DNA-
Schadensreparaturproteine wigl2AX und MDC1 tbernimmt (Zhat al, 2009). Der
Verlust der NBN Proteinfunktion fihrt zu einer radisistenten DNA-Synthese und einer
Defizienz in der korrekten Reparatur von DNA-DSBafunet al, 1998).

Brustkrebs  wurde  bereits mit  Mutationen in  Proteine der  DNA-

Doppelstrangbruchreparatur in Verbindung gebradialéh und King, 2007). Bislang
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konnte gezeigt werden, dass bi-allelische Mutatioime NBN Gen mit der Entwicklung
von NBS im Zusammenhang stehen, wohingegen moebisathe Mutationen itNBN mit
einem erh6hten Risiko der Krebsentwicklung einhleege(Semanovat al, 2007). In
mehreren Studien, die an Brustkrebspatientinnemsteuropaischen Raum durchgefihrt
worden sind, konnte eine erhdhte Frequenz der amsteneverbreiteteiNBN Mutation,
c.657del5, festgestellt werden (Varen al, 1998). Einecompound-eterozygotie der
p.R215W Mutation mit der c.657del5 Mutation konriiei zwei NBS Patienten mit
schwerwiegender Symptomatik festgestellt werdeerf@movaet al, 2006). Aufgrund der
Analyse der lymphoblastoiden Zellen der Brustkreligntin (4.10.2, Abb. 33, HCC1395
BL) wurde deutlich, dass p.R215W eine urspringlibleterozygot vorliegende
Keimbahnmutation ist, wobei es in der Entwicklungsdlumors zu einem Verlust der
Heterozygotie ilfN\BN kam.

Der reduzierte NBN Proteinlevel in der HCC1395 éeuaiuf eine geringere Stabilitat des
NBN Proteins als Konsequenz der p.R215W Mutation {Abb. 32). Ein &hnlich
reduzierter NBN Proteinlevel konnte auch in eineacompounehetereozygoten
(p-.R215W/c.657del5) NBS Patienten beobachtet wer(l@ogdanovaet al, 2008,
Seemanovat al, 2006). Des Weiteren konnte eine Mobilitatsveezdigg (obility shif)
von NBN in der Immunoblot-Analyse beobachtet werdeas darauf schliel3en lasst, dass
die p.R215W Mutation keinen Effekt auf Phosphorylieg von NBN durch ATM hat
(Abb. 32). Die Analyse weiterer Proteine des ATMpu&ilweges wies ebenfalls keinen
Defekt in der Phosphorylierung der ATM-Substrate GGV KAP1 und Chk2 nach
Bestrahlung auf (Abb. 34).

Die Relevanz von NBN in der ATM-induzierten Phosptierung wurde in der
Vergangenheit widerspruchlich diskutiert. Es konnsechgewiesen werden, dass NBN
nicht fur die Chk2 Phosphorylierung bendtigt wikehlck et al, 2002, Yazdet al, 2002).
Buscemiet al, (2001) berichteten jedoch von einer NBN-Abhéakgigin der Chk2 und
SMC1 Phosphorylierung, wobei die Expression WBN Mutanten mit Punktmutationen
in der FHA-Doméane oder der BRCT-Domanen in NBN-defizienté@ellen zu einer
Wiederherstellung der Chk2 und SMC1 Phosphoryligruiihrte (Cerasoletti und
Concannon, 2003). In einer anderen Studie konnierdalgs gezeigt werden, dass
retroviral-transduzierte p.R215W Fibroblasten einBafekt in der ATM-induzierten
Phosphorylierung der DNA-Schadensantwortproteiniviagen (Mendezet al, 2012).
Dies war in den Untersuchungen der HCC1395 Zetiaieser Arbeit nicht erkennbar. Da

bewusst gleiche Strahlendosen eingesetzt wurdeah ds¢ Unterschiede zwischen Mendez
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et al und dieser Arbeit vermutlich auf den Zelltyp oddms experimentelle System
zurtckzufihren.

In vitro Untersuchungen konnten zeigen, dass die p.R215\WtMn einen Einfluss auf
die Interaktion von NBN ungdH2AX hat (di Masiet al, 2008). Im Rahmen dieser Arbeit
konnte beobachtet werden, dass die Bildungy#&AX und MDC1 Foci Bildung in der
HCC1395 nach Bestrahlung einen Defekt aufwies (A38).36), der auf eine Storung in
der Bindung von NBN aryH2AX hindeutet. Die Mutation p.R215W ist im Bereich
zwischen der zwei BRCT-Doméanen von NBN lokalisidbie BRCT-Domanen sind
Phosphoprotein-bindende Module (Bak al, 1997, Callebauét al, 1997), die fur die
Bindung vonyH2AX und NBN verantwortlich sind (Kobayasét al, 2002).

Die Foci Anzahl vonyH2AX, 53BP1 und MDC1 war bei der Auswertung mit
konventioneller Mikroskopiertechnik in der HCC13&&ark verringert, wobei die Foci mit
der konfokalen Mikroskopie allerdings nachweisbaarem. Dies war durch die
mikroskopische Auflosung bedingt. Die Foci in HCO&3wiesen eine Kkleinere und
diffusere Struktur auf (4.10.4.2, Abb. 36). Die uele Detektion der Foci mit
konventioneller Mikroskopiertechnik benétigt die lAknulation mehrerer tausend
Proteinmolekile (Maket al, 2010). Obwohl bereits kurz nach Bestrahlunghdaximum
der Foci prinzipiell nachweisbar ist, ist die Ddtek aufgrund ihrer geringen Gréf3e zu
diesem Zeitpunkt schwierig und wird erst mehrerenien nach der Bestrahlung
quantitativ auswertbar (Lobricdt al, 2010).

In einer Studie von retroviralen transduzierten réltasten konnte mittels
Immunpréazipitation gezeigt werden, dass die Binduog p.R215W NBN anyH2AX
defekt ist, welches eine Auswirkung der p.R215W &fioh auf die Proteininteraktion
aufzeigt (di Masiet al, 2008). Der Verlust der Akkumulation vati2AX férdert auch
einen Defekt in der Akkumulation von MDC1 Foci, B#®C1 an phosphoryliertes H2AX
bindet (Stuckiet al, 2005). Die Foci Bildung von 53BP1 Foci ist wied® abhéngig von
MDC1, wobei auch ein Einfluss von 53BP1 auf die A‘RMtivitdt durch den MRN-
Komplex in vitro berichtet wurde (Leat al., 2010). Die hier aufgefihrten Ergebnisse
zeigen, dass in der HCC1395 eine Phosphoryliererg”Ad M-Substrate stattfindet, die
Akkumulation der verschiedenen DNA-Schadensantwot#ime in Foci jedoch einen
Defekt aufweist. Die Daten legen nahe, dassndiesensep.R215W Mutation inNBN
einen Einfluss auf dessen Bindung @#2AX hat und damit auf die Rekrutierung und
Stabilisierung von ATM und weiteren ATM-Substratehe fir eine Aufrechterhaltung
und Signalverstarkung am DNA-Doppelstrangbruch mevartlich sind.
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